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Résumé

Résumé

Le cancer est un phénoméne multi-étapes résultant principalement de I'activation
d'oncogeénes (mutations acquises essentiellement) et/ou de I'inactivation d'un ou plusieurs genes
suppresseurs (mutations acquises et germinales) impliqués dans les mécanismes de la
prolifération cellulaire. En amont, des situations constitutionnelles ou acquises peuvent léser
les systemes de réparation de I'ADN ou influencer le métabolisme des agents carcinogenes.
Pour qu'il y ait prédisposition génétique au cancer, il suffit qu'une des étapes, c'est-a-dire une
des mutations, se produise au niveau germinal et que cette altération ne soit pas incompatible
avec la vie. Le cancer lui-méme résultera de I'acquisition de mutations supplémentaires dans un

ou plusieurs clones cellulaires d'un tissu particulier.

L’oncogénétique a pour objectif principal de caractériser une sous-population a haut
risque de développement de cancers a un age précoce afin de préconiser les recommandations

pour un parcours optimisé de suivi et de soins.

Si nous prenons comme exemple la France, la prescription de tests génétiques BRCA1/2,
chez les cas index et les apparentés, a plus que doublé en entre 2003 et 2009. Il existe maintenant
un consensus pour dire que les résultats des tests de prédisposition génétique au cancer du
sein/ovaire améliorent de maniere significative la connaissance des patients sur leur statut « a

risque » génétique et modifient de maniére significative la prise en charge médicale.

Mots clés : Cancer, sein, génétique, BRCA1/2, PCR/RFLP.
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Abstract

Abstract

Cancer is a multi-sage phenomenon basically occurring as a result of the activation of
oncogenes (essentially acquired mutations) and/or the inactivation of one or many suppressor
genes (acquired and germinal mutations) necessary during cellular proliferation. Constitutional
or induced situations might damage the cell’s DNA repair system or Impact the metabolism of
carcinogenic agents. For there to be a genetic predisposition to cancer, one step —meaning one
mutation- on a germinal level, compatible with life, would suffice. Cancer itself would result

from acquiring multiple mutations on one or many multiplying cells of a particular tissue.

Oncogenetics’ main objective is to identify sub-populations at high-risk of developing
cancer at a young age and recommend the Implementation of optimised guidelines on medical

and supportive care for cancer patients.

In France for instance, the prescription of BRCAL/2 tests has more than doubled from
2003 to 2009. There is now a medical consensus suggesting that results of genetic
predisposition to breast/ovarian cancer can significantly improve the patients’ knowledge on

their “genetic risk” state and modify the medical and supportive care provided to them.

Keys words : Cancer, breast, genetic, BRCA1/2, PCR/RFLP.



Introduction

INTRODUCTION

Le terme « cancer » ou tumeur maligne regroupe une famille de maladies impliquant
une prolifération anarchique de cellules transformées au sein d’un tissu de 1’organisme.
Cependant toutes les tumeurs ne sont pas cancéreuses, c’est le cas des tumeurs bénignes. En
effet, a I’inverse des tumeurs malignes (cancer), elles n’envahissent pas les autres tissus ou
organes sains de 1’organisme. Le cancer existe en plus de 100 types. Ces cellules anormales
possédent un potentiel d’invasion et de métastase conduisant éventuellement a une propagation

incontrdlée dans d’autres parties du corps (Cooper, 2000).

Ce fléau touche des millions de personnes et peut apparaitre & n’importe quel age, il
constitue la deuxiéme cause de déces mondial. Plus particulierement, chaque année les cancers
coltent la vie a une femme sur sept (Le Monde, 2016).

Avec environs 2 millions de cas diagnostiqués par an, le cancer du sein est aujourd’hui
le cancer féminin le plus répandu et représente la cause la plus fréquente de décés chez les
femmes, il constitue donc un cas majeur de santé publique a 1’échelle mondiale. Méme si nous
avons tendance a croire le contraire le cancer du sein touche également les hommes. Cependant,
il est 100 fois plus fréquent chez les femmes (Sharma et al., 2010; Sancho-Garnier, 2013;
Ghoncheh et al., 2016).

Le cancer du sein est causé par une croissance anormale et incontr6lée de cellules dans
le sein. En réalité, les cellules cancéreuses se développent en des régions spécifiques,
définissant ainsi différents types de cancer du sein. Il se caractérise également par des signes,
symptomes, stratégies préventives, ainsi que des facteurs de risque spécifique. Ces facteurs
peuvent étre environnementaux ou génétiques, de forme sporadique ou héréditaire, impliquant
des genes de prédisposition comme BRCAL ou BRCA2, ou encore des genes impliqués dans le
systéeme de détoxification de I'organisme, tel que les genes polymorphes de la famille des GST.
De nombreuses études pointent du doigt plus particulierement le gene GSTM1 qui aurait un réle

significatif dans la survenue du cancer du sein (Sull et al., 2004; Sharma et al., 2010).
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Chapitre I : La glande mammaire

1. Anatomie du sein
Contrairement aux apparences, les hommes possédent également « des seins ». Cet
organe est donc présent chez les deux sexes, la différence réside dans la taille, qui est dl
particulierement aux hormones ainsi que dans le fait que les glandes mammaires ne sont

fonctionnelles que chez la femme (Marieb and Hoehn, 2007) (Figure 1).

Homme Fenmme
Clavicule \ Clavicule

Mucle grand pectoral #—[ AL
Premiére cote / .

Mucle grand pectoral

Premiére cote

Tissu adipeux
interlobulaire

Tissu fibro-adipeux

de support Cannaux mammaires

subaréolaires

Mamelon

Aréole

Canal s'étendant a une courte
distance, rarement au-dela de

la limite de lI'aréole.

Figure 1 : Coupe verticale et antéro-postérieur d’un sein masculin et d’un sein féminin.

La femme a plus de tissu mammaire que I’homme, les glandes mammaires masculines
ne se développent pas a la puberté et reste sous forme atrophiée.

Les seins sont situés dans la partie antéro-supérieur du thorax, en avant du muscle
pectoral de chaque coté. Ils sont asymétriques et ont en moyenne de 11 a 12 cm de haut et 10
cm de large et ne contiennent pas de muscle. Leur forme, leur volume, et leur consistance
varient d'une femme a l'autre. Chacun est formé d’une glande mammaire qui est apparentée aux
glandes sudoripares localisée dans I’hypoderme, et qui est composée de 15 a 25 lobes, chaque
lobe est constitu¢ de nombreux lobules eux méme formés d’acini (alvéoles) reliés a des canaux
lactiféres. Ces lobes sont disposés en rayons autour de 1’aréole mammaire qui est une peau

pigmentée de 3 a4 5 cm de diametre qui entoure le mamelon. L’ensemble est enrobé et séparé
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par du tissu adipeux et du tissu conjonctif dense et le tout est recouvert par la peau (Marieb and
Hoehn, 2007) (Figure 2).

Cage thoracique

Muscles pectoraux

Glandes mammaires

Canaux iféres

Mamelon

Aréole

Peau

Tissu adipeux

Figure 2 : Coupe verticale et antéro-postérieur représentant la structure d’un sein féminin.

Le tissu conjonctif interlobulaire forme les ligaments de Cooper qui sont des bandes
serrées de fibres de soutiens suspenseurs du sein qui le fixent et qui détermine sa forme (Marieb
and Hoehn, 2007).

Le sein contient aussi de nombreux vaisseaux sanguins et lymphatiques. Le systéme
lymphatique, qui fait partie du systeme immunitaire, est un réseau de vaisseaux et de ganglions
lymphatiques qui traversent tout le corps. Les ganglions lymphatiques du sein sont de trois
groupes et jouent un role de filtration et de protection contre les infections.

(Figure 3) :

- Les ganglions axillaires situés au niveau des aisselles.

- Les ganglions sus-claviculaire situés au-dessus de la clavicule.

- Les ganglions sous-claviculaire ou infra-claviculaire situés au-dessous de la clavicule.

- Les ganglions internes mammaires situés a l'intérieur du thorax, autour du sternum.
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Figure 3 : Représentation schématique des ganglions lymphatiques du sein .

2. Histologie du sein
Les glandes mammaires sont des glandes exocrines, plurilobées, lobulées, et acineuses. Elles
sont assimilables aux glandes sudoripares de par leur embryologie et histologie. Sur le plan
histologique les glandes mammaires présentent deux formations essentielles (Dadoune et al.,
1990) (Figure 4).

2.1. Les acini mammaires

Aussi appelées les tubulo-alvéoles mammaires ou simplement alvéoles. Ce sont des
formations sphériques considérées comme 1’unité principale de la lactation. Elles sont formées
d’une membrane basale et d’un épithélium qui délimitent une lumicre. L’épithélium est
composé par une assise de cellules sécrétrices de forme cubique ou cylindrique et de cellules
myoépithéliales de forme aplatie qui s’interposent de place en place sur la lame basale
(Dadoune et al., 1990).

2.2. Les canaux galactophores

Les acini débouchent dans des canaux galactophores. Ce sont des structures lobulaires ramifiés.
Ils sont d’abord intra-lobulaires revétus d’un épithélium cubique entouré de cellules myoépithéliales.
Chaque canal intra-lobulaire se jette dans un canal inter-lobulaire qui est quant a lui revétu d’un

épithélium stratifié, lui-méme drainé par un canal collecteur revétu d’épithélium cutané qui s’ouvre au

niveau du mamelon par le pore galactophore (Junqueira et al., 2007).

Ces éléments sont répartis dans un tissu conjonctif cellulo-graisseux intra-lobulaire et inter-
lobulaires et le tout délimité par les adipocytes qui forment le tissu adipeux (Dadoune et al.,
1990).
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Figure 4 : Représentation schématique d’un acinus ou alvéole mammaire (Delouis, 2017).

3. Physiologie du sein

Bien que n’étant pas une partie de I’appareil reproducteur féminin a proprement parler,
les glandes mammaires sont considérées comme d’importantes glandes accessoires. Leur
développement est un signe de puberté. En effet, avant la puberté le tissu mammaire ne subit
aucune croissance importante. A partir de ce moment, il va se différencier selon le sexe : chez
I’homme, les glandes mammaires garderont leur aspect atrophié, tandis qu’il y aura
développement chez la femme au méme temps que les ovaires. En réalité, il y aura une liaison
physiologique entre le développement de ces glandes et le cycle génital, plus précisément sous
I’influence des hormones stéroidiennes ovariennes qui augmentent de maniere cyclique
(Masson, 1940 ; Schwegler, 2011) (Figure 5).

- Les oestrogénes

Les oestrogenes sont produits par les ovaires dans la premiere phase du cycle menstruel.
L'oestrogéne est sans aucun doute I'une des hormones les plus importantes pour la croissance
des seins. Elle contribue au développement des seins pendant la puberté et la grossesse en
controlant la prolifération et la division des cellules mammaires. Aprés 1’ovulation la
concentration d'oestrogéne diminue et le sein revient a sa taille normale. Si une grossesse
survient, la concentration d'oestrogéne reste élevée pour poursuivre le développement du sein
en préparation a l'allaitement. A la ménopause, I’absence oestrogéne provoque la
déshydratation du tissu conjonctif du sein qui perd en élasticité.

- La progestérone



Chapitre | : La glande mammaire

C’est une hormone qui fonctionne avec les oestrogénes pour réguler le développement
des seins. Elle est sécrétée par les ovaires (corps jaune) pendant la deuxieme phase du cycle
menstruel et donc aprés 1’ovulation. Le bon fonctionnement des tissus mammaires
hypertrophiés par I’oestrogeéne est maintenu par la progestérone une fois que la concertation de
I’oestrogene diminuée. S’il y a grossesse, la concentration de progestérone restera élevée et
contrdlera le développement des tissus glandulaires, favorisant ainsi I’allaitement.

- La prolactine

C’est une hormone secrétée par les cellules lactotropes de 1’antéhypophyse. Elle exerce
deux effets essentiels : Tout d’abord, un effet mammotrope pendant la puberté, la prolactine
travaille en association avec les oestrogénes et la progestérone pour assurer le développement
des glandes mammaires. Ensuite un effet lactogénique en cas de grossesse et apres
I’accouchement, en stimulant la production de lait au niveau des lobules mammaires. La
sécretion de cette hormone est régulée par deux facteurs hypothalamiques : Un stimulateur de
la sécrétion, le PRF (Prolactin Releasing Factor) et un inhibiteur, le PIF (Prolactin Inhibiting
Factor).

- L’ocytocine

Cette hormone synthétisée par I’hypothalamus et secrétée par la posthypophyse, et qui
agit sur les muscles lisses de 1’utérus (endometre et myometre) et des glandes mammaires
(cellules myoépithéliales).Elle permet 1’¢jection du lait par les canaux galactophores en
provoquant la contraction des cellules myoépithéliales qui entourent les acini.

La stimulation de la prolactine ainsi que I’ocytocine n’est maintenue que s’il y a tétée. Plus

le bébé téte, plus 1’éjection et la production de lait sont importantes (Sherwood, 2011).

Influences centrales
> 1 - + o |l o | o
Hypothalamus
Ocytocine PIE PRE
Posthypophyse | | Antehypophyse |
Ocytocine Prolactine
€ | | €S
Cellules Glandes Cellules
myo-epitheéliales mammaires slandulaires
Lait

Figure 5 : Schéma représentatif du contréle hormonal de la lactation (Sherwood, 2011).
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Le cancer du sein fait référence a une tumeur maligne qui s’est formée dans les tissus
mammaires .Ce type de cancer touche rarement les hommes. Cependant, il est le plus
diagnostiqué et représente la deuxieme cause de déces par cancer mondialement chez la femme
(NBCF, 2017).

4. Historique

Il est couramment remarqué qu’il semble y avoir beaucoup plus de cas de cancer a ce
jour qu'il y en avait auparavant. Toutefois, il est trés difficile de dire si le cancer du sein est
réellement plus commun dans la société d'aujourd'hui, ou si notre perception est faussée. Ce qui
est slir ¢c’est que, de par sa complexité, il a été considéré étant un défi pour la médecine depuis
I’antiquité.

Les premiers textes médicaux des anciens grecs et égyptiens décrivaient des maladies
susceptibles d'avoir été des cancers. En effet, le premier cas de cancer du sein a été documenté
en Egypte vers 1600 av. J.-C..Le Edwin Smith Papyrus, un texte ancien trouvé en 1860 dans
une tombe égyptienne, a décrit huit cas de cancer du sein. Les premiers médecins essayant de
le traiter ont écrit sur la maladie mystérieuse: "Il n'y a pas de traitement!" (Lakhtakia, 2014).
Dans la littérature grecque antique, Hippocrate (460-370 av. J.-C.), considéré comme« le pére
de la médecine », a probablement décrit le premier vrai cas de cancer du sein dans I'histoire
chez une femme nommée Abdera. Elle présentait un cancer du sein (karkinbma) associé a un
saignement du mamelon (Retief and Cilliers, 2011).

Le médecin romain Aulus Cornelius Celsus (25 av.J.-C — 50 ap.J.-C) a décrit le cancer
du sein dans son manuscrit "De Medicina", définissant quatre stades de la maladie: cacoethes
(stade précoce et tumeur chirurgicalement curable), carcinome sans ulcération cutanée,
carcinome avec ulcération et lésion avancée (Retief and Cilliers, 2011).

A travers les 4ges, de nombreuses théories concernant la cause du développement d’un cancer
sud sein ont vu le jour. Parmi les premieres, les anciens Grecs, par exemple, croyaient qu’il
était généralement causé par des déséquilibres dans les fluides essentiels qui contrdlent le corps
(théorie des humeurs) en particulier un exces de la bile noir (Lakhtakia, 2014).

Du 17éme au 18éme siécles, une grande variété d'explications ont été proposees : Des blessures
physiques au niveau du sein, contagion virale, et diverses formes de blocages lymphatiques
(Aronowitz, 2007).
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Au 19eme siecle, le désespoir est tel que le chirurgien écossais John Rodman suggéra que le
cancer du sein était simplement lié a la peur de développer un cancer (Aronowitz, 2007).

La recherche continue encore aujourd'hui. Ce n'est qu'au milieu du 20eme siecle, avec la
découverte de I'ADN, que les scientifiques ont finalement pu commencer a comprendre le role

de la génétique dans le cancer du sein (Borgen, 2000).

5-Epidémiologie

Globalement, le cancer du sein est le cancer le plus fréquent chez les femmes, tant en
termes de mortalité qu’en termes d’incidence, a la fois dans les pays développés et en
développement. Il représente également & lui seul 50% des cancers gynécologiques (sein,
ovaires, corps et col de I'utérus) (Mahnane and Hamdi Cherif, 2012; Sancho-Garnier, 2013)
(Figure 6).

—

l Sein (142)
- Col de l'utérus (38)
. |Foie(2)
Estomac (1)
Thyroide (1)

Figure 6 : Cartographie des cancers féminins dans le monde

Le cancer du sein représente environ un quart de tous les cancers touchant les femmes dans le
monde. Cependant, dans certaines régions d'Afrique et d’Amérique du Sud, le cancer du col de
I'utérus est un probléme plus important (OMS, 2012).

5.1. Epidémiologie mondiale
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Selon Globocan 2012, des tendances remarquables de cancer chez les femmes ont été
observées. En effet, au niveau mondial, il est généralement estimé qu’une femme sur neuf
(environ 11%) est diagnostiquée d'un cancer du sein chaque année et qu’une femme sur 30
(environ 3,4%) en mourra. Ainsi, il représente maintenant un cancer sur quatre chez les femmes
(Ferlay et al., 2014; Chiquette and Hogue, 2014).

Depuis les derniéres estimations en 2008, I'incidence a augmenté de plus de 20%, et la
mortalité de 14%. En 2012, le cancer du sein arrive en 2éme position des cancers les plus
fréguemment diagnostiqués dans le monde (1,7 million de cas, ou 11,9% du total), apres celui
du poumon (avec 1,8 million de cas, soit 13,0 % du total).Toutefois, une augmentation
substantielle a été observée en 2015 avec 2,4 millions de cas diagnostiques .Le cancer du sein
est aussi I’une des principales causes de mortalité par cancer dans le monde avec 523 000 déces
rapportés en 2015 (Ferlay et al., 2014; Global Burden of Disease Cancer Collaboration et al.,
2017).

Bien que sa fréquence augmente dans la plupart des régions du monde (140 des 184
pays couverts par GLOBOCAN), il existe des inégalités entre les pays développés et les pays
en développement. En reéalité, I'incidence est Iégerement plus élevée dans les pays développés,
mais la mortalité est relativement plus fréquente dans les pays en developpement. Ceci est
principalement d0 au moyens de détection et de traitement qui sont moins accessibles dans ces
pays (Ferlay et al., 2014).

Il est nécessaire de rappeler que la grande majorité des types de cancer ont un taux
d'incidence plus élevé chez les hommes que chez les femmes, lI'une des rares exceptions
évidentes a la regle étant le cancer du sein. Effectivement, on estime, par exemple, que sur les
1,7 millions de cas diagnostiquée en 2012, les hommes représentaient moins de 1% (OMS,
2012).

5.2. Répartition géographique

En Europe, le cancer du sein est le plus commun devant le cancer de la prostate avec
presque 500,000 cas enregistres (13,3%) et 150,000 cas de déces (7,5%) rapportés en 2012.En
effet, le cancer du sein enregistre plus de cas de décés que tout autre cancer en Europe et on
estime qu'une européenne sur huit peut étre diagnostiquée d'un cancer du sein avant I'age de 85
ans (Ferlay et al., 2014).

En Asie, il est également le cancer le plus répandu mais avec toutefois un nombre de
cas enregistrés inférieur a celui de I'Europe, 240,000 cas diagnostiqués (26,5%) et environ
110,000 cas de déces (19,8%). Notant que les cancers gynécologiques sont fréquent en Asie

8
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avec en 2éme position le cancer du col de l'utérus et en 4éme position le cancer des ovaires
(GLOBOCAN, 2012).

Légere différence en Amérique qui enregistre un taux plus faible avec environ 400,000
cas diagnostiqués (14,2%) et seulement 92,000 cas de déces (7,1%), le cancer du sein arrive en
2éme position juste aprés le cancer de la prostate. Enfin, en Afrique, il prend la téte du
classement juste avant le cancer du col de l'utérus et de la prostate avec presque 100,000 cas
enregistrés (15,5%) en 2012 et 50,000 cas de déces (GLOBOCAN, 2012).

5.3. La situation en Algérie

Le cancer du sein est sans aucun doute le cancer le plus répandu en Algérie. En effet,
selon y aura environ 11,000 nouveaux cas enregistrés chaque année dont 80 cas sont
diagnostiqués a un stade actif. Le nombre de cas de déces, quant a lui, s’¢éléverait a 3500 et son
incidence augmenterait de 7% par an (Plan national cancer, 2014).

Selon le rapport du registre du cancer de Constantine de 2014, le cancer du sein occupe la
premiere place et représente a lui seul la moitié des cancers féminins a Constantine (320 cas
soit 46,6%). 323 cas ont été enregistrés, 320 cas féminins (99,07%) et 3 cas masculins (0,93%)

(Registre du cancer de Constantine, 2014).

3. Types histopathologiques du cancer du sein

Le cancer du sein représente 95% des tumeurs mammaires. 1l peut se développer au
niveau de n'importe quelle cellule de la glande mammaire ce qui lui confére un large éventail
de types histologiques. La grande majorité proviennent des tissus épithéliaux et sont donc des
carcinomes. Ces derniers peuvent étre divisés en fonction de leurs caractéristiques d’infiltration
des tissus environnants en carcinomes non invasifs (in Situ) et en carcinomes invasifs
(infiltrant) ainsi que selon le type de cellule qui prolifere soit a partir des canaux galactophore,
on parle alors de carcinome canalaires, soit a partir des acini situé dans les lobules, ce sont les

carcinomes lobulaires (Sgrlie et al., 2001; Chiquette and Hogue, 2014).

3.1. Carcinomes In Situ

Les carcinomes in situ sont définis par une prolifération locale dans la lumiére de la
glande mammaire soit au niveau des canaux galactophorique ou des acini. Dépourvus de
capacité de métastase, ils ne franchissent pas la lame basale, n'infiltrent pas les tissus conjonctifs
sous-jacent, et ne se propagent pas vers les ganglions lymphatiques ou vers d'autres organes.
Il existe 02 types (Holland et al., 1994; Adam and Petit, 2016) (Figure 7).
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- Lecarcinome canalaire in-situ (CCIS), se développe a l'intérieur des canaux galactophores
et des terminaisons ducto-lobulaires, il n'infiltre pas le tissu conjonctif.
- Le carcinome lobulaire in situ (CLIS), aussi appelé néoplasie lobulaire, il se développe a
partir des lobules, il n'infiltre également pas le tissu conjonctif mais peut se propager dans les
canaux extra-lobulaires.

En absence de diagnostic et sans traitement adéquat, ce type de carcinome peut
poursuivre son développement et devenir alors un carcinome « infiltrant » ayant alors la

possibilité d'invasion et de métastase (Schnitt, 2003).

Lobule normal

Cellules
cancéreuses

Canal normal

X
o {\—/ Tissu mammaire

. CCIS  celutes

SR cancéreuses

Figure 7 : Représentation schématique d'un CCIS et d'un CLIS (Winslow, 2012)

3.2. Carcinomes Infiltrants

Ce type est également appelé carcinome invasif, il est la conséquence des cellules
cancéreuses qui franchissent la lame basale et envahissent ainsi les tissus mammaires
environnant. La plupart des cancers du sein sont invasifs. Il existe plusieurs types de cancers
infiltrants du sein, chacun avec des caractéristiques qui lui sont propres et certains types plus

communs que d'autres, (Barroso-Sousa and Metzger-Filho, 2016; Chiquette and Hogue, 2014)
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- Le carcinome canalaire infiltrant (CCI) : Il représente la forme la plus fréquente
(76%). Tout comme le carcinome canalaire in situ, il prend ses origines a partir des canaux
galactophores mais a la différence, il finit par envahir les tissus adjacents.

- Le carcinome lobulaire infiltrant (CLI) : Deuxieme type de cancer du sein le plus
fréquent (8%) apres le carcinome canalaire infiltrant. Tout comme le CLIS, il commence a se
développer a partir des lobules pour ensuite se propager dans les tissus mammaires voisins.

- Autres carcinomes infiltrants : Plus rare et dits de pronostiques plus favorable
(Chiquette and Hogue, 2014) (Tableau 01).

Tableau 1 : Autres types de Carcinome.

Carcinome Particularité Fréquence%

Carcinome mucineux Cellules cancereuses 2,4

sécrétant du mucus.

Carcinome tubuleux Forme des tubules et de 15
petites structures
glandulaires.

Carcinome médullaire Limité, constitué de cellules 1,2

peu différenciées dans un

stroma peu abondant.

Carcinome papillaire Représente  un  groupe 1,0

hétérogene de tumeurs

- Maladie de Paget du mamelon : Autre carcinome rare, ce type affecte la peau du mamelon.
En effet, des cellules cancéreuses développent a partir de I'épiderme du mamelon. Cette maladie se
manifeste par une plaque eczémateuse associant crodtes et rougeur. La plupart des personnes atteintes
de la maladie de Paget ont également souvent une ou plusieurs tumeurs dans le méme sein, généralement

un carcinome canalaire in situ ou infiltrant(Chiquette and Hogue, 2014).

Les carcinomes mammaires chez I'hnomme sont les mémes que chez la femme avec une prédominance

pour le carcinome intra-canalaire in situ (Benahsen, 2016).

3.3. Autres types de cancer du sein
D'autres tumeurs malignes mammaire autre que les carcinomes existent mais sont

relativement rare(Benahsen, 2016).
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- Les sarcomes

Les sarcomes représentent moins de 1 % des cancers du sein. Ce sont des tumeurs
malignes qui se développent aux dépens du tissu conjonctif mammaire et peuvent envahir les
zones environnantes avec un potentiel de métastases vers d'autres parties du corps. Ils peuvent
étre divisés en deux catégories : le développement de novo (primaire) ou le développement lié
a une radiothérapie (secondaire)(Yin et al., 2016).
Il existe un type de tumeur dit « mixte » appelée le carcino-sarcome qui associe des cellules
cancéreuses epithéliales ainsi que mésenchymateuse.(Ghanem et al., 2013)

- Les lymphomes

IIs représentent entre 0,04 et 0,5% de la totalité des cancer du sein Bien que les tumeurs
malignes hématologiques n‘affectent que rarement les glandes mammaires, la majorité d'entre
eux sont des lymphomes. Ces derniers se manifestent par une ou plusieurs masses qui peuvent
étre confondu avec des maladies bénignes et malignes du sein. La plupart des lymphomes
mammaires primaires sont de type non hodgkinien a cellules de type B (Shim et al., 2013;
Chiquette and Hogue, 2014).

4. Classification des cancers du sein

4.1. Stades de développement

Une fois qu’un cancer du sein a été diagnostiqué, il est indispensable d’en déterminer le
stade. La stadification est un processus qui permet d’évaluer la gravité du cancer d'un individu
en fonction de la taille ainsi que 1’étendue de la tumeur. Ceci permet de prédire 1’évolution de
la maladie, et de ce fait établir une meilleure stratégie thérapeutique (American Joint Committee
on cancer, 2017). Le systéeme de stadification le plus couramment utilisé par les professionnels
est le systtme TNM (Tumor [tumeurs], Nodes [ganglions], Metastasis [métastases]). Adopté
par « American Joint Committee of Cancer » (AJCC) et I'Union Internationale pour la lutte
Contre le Cancer (UICC), ce systeme de classification permet aux médecins de mettre en
évidence les différents stades du cancer en fonction de certains criteres (American Joint
Committee on cancer, 2017) :

- La taille de la tumeur (T) : I’évaluation de la taille et de 1’étendue de la tumeur
primitive indique le degré d’évolution du cancer.

- L’atteinte ou non des ganglions lymphatiques régionaux (N) : si les cellules
cancéreuses s’étendent au-dela de la membrane basale leurs premieres cibles sont les ganglions

lymphatiques axillaires.
12
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- Présence ou non de métastase (M) : les cellules cancéreuses peuvent se développer
et se propager dans d’autres parties du corps au-dela du systéme lymphatique.

Ces 3 critéres combinés définissent les différents stades du cancer du sein allant du stade
0 au niveau du quel le cancer se limite uniquement aux canaux et lobules du sein, jusqu’au stade
VI ou le cancer s’est propagé a d’autres organes du corps .

4.2. Grades histopronostiques

Les grades histopronostiques SBR (Scarff Bloom et Richardson) ou EE (Elston et Ellis)
d'un cancer décrivent le potentiel agressif de la tumeur. Géneralement, les cancers de «bas
grade» ont tendance a étre moins agressifs que les cancers de «haut grade». Pour identifier le
grade d’une tumeur, 1’anatomo-pathologiste effectue un prélevement de la tumeur et se base
sur différents critéres microscopiques pour définir son grade tels que : ’apparence des cellules
cancéreuses par rapport aux cellules normales, la fréquence a laquelle elles se divisent ainsi que
leur caractéristique nucléaires. Ces différents criteres permettent de définir 3 grades (Rakha et
al., 2010; Demmer, 2013) (Figure 8) :

- Le grade I (SBRI): Tumeur bien différenciée, les cellules cancéreuses sont semblables
aux cellules normales, et elles se multiplient peu.

- Le grade 11 (SBRII): Tumeur modérément différenciée, les cellules cancéreuses sont
Iégérement plus grandes que les cellules normales, de forme variable et croissent plus
rapidement que les cellules normales.

- Le grade 111 (SBRIII) : Tumeur peu différenciée ou non différenciée, les cellules

cancéreuses ont un aspect différent des cellules normales et elles se multiplient rapidement.

Figure 8 : Apparence des cellules cancéreuses aux différents grades du cancer du sein (NBCF,
2017).

5. Facteurs de risques
13
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L’apparition d’un cancer du sein n’a pas de cause unique et bien définie. En effet, il
résulte de I’interaction de plusieurs facteurs de risque qui augmentent la probabilité¢ de le
développer. Cependant le fait d’avoir un ou plusieurs facteurs de risque ne signifie pas que la
personne va €tre atteinte. De plus plusieurs femmes n’ayant aucun facteur de risque connu ont
développé un cancer du sein (Meister and Morgan, 2000). Il existe divers facteurs de risques
du cancer du sein :

5.1. Facteurs de risque personnels

- Le sexe

Le simple fait d'étre une femme représente le facteur de risque le plus important du cancer du
sein. Bien que les hommes puissent également développer ce type de cancer, les femmes sont,
toutefois, 100 fois plus susceptibles (Meister and Morgan, 2000).

- L age

Le risque pour une femme de développer un cancer du sein au cours de sa vie augmente
avec 1’age. Environ 75% des cas de cancer du sein surviennent apres 1’age de 50 ans et touchent
rarement les femmes de moins de 30 ans (NBOCC, 2009).

- Les Antécédents personnels

D’une part, les femmes qui ont déja eu un cancer du sein ont 3 a 4 fois de risque de
développer un autre cancer controlatéral. En effet, certaines femmes ayant présentée un CLIS
ou un CCIS risquent d'avantage d’avoir un deuxieéme cancer du sein. D’autre part, les femmes
qui ont déja éteé touché par une pathologie mammaire bénigne présentent également un risque.
Mais ce dernier dépend du type de Iésion (Meister and Morgan, 2000).

5.2. Facteurs de risques physiologiques

- La Grossesse

Les femmes qui ont donné naissance a leur premier enfant a un age relativement avancé
présentent un risque plus accru de développer un cancer du sein que celles qui ont eu leur
premicre grossesse a terme a un jeune age. De plus, les femmes n’ayant jamais eu d'enfant ont
un risque plus elevé que celles qui en ont eu un ou plusieurs (Jamin, 2011).

- L’allaitement

L’allaitement maternel est considéré comme un facteur protecteur. Cela s’explique
principalement par la réduction du nombre de cycles ovulatoires et donc la diminution du taux
d’oestrogéne accompagnant chaque cycle (Meister and Morgan, 2000).

- La ménopause
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Une ménopause précoce est liée & un risque plus faible de cancer du sein. Elle survient
lorsque les ovaires cessent de produire les hormones ovariennes, principalement 1’oestrogéne.
Les femmes qui entrent en ménopause a un age plus avancé (apres 55 ans environs) auront une
production prolongée d’hormones ovariennes et donc un risque plus elevé de développer un
cancer du sein (Meister and Morgan, 2000).

5.3. Facteurs hormonaux

- Exposition aux oestrogenes
Le cancer du sein est majoritairement hormonodépendant, c’est-a-dire que les cellules
cancéreuses sont sensibles a certaines hormones, plus particulierement aux oestrogénes secrétés
par les ovaires et le tissu graisseux mammaire. Des taux élevés d'oestrogene dans le corps,
surtout a la ménopause, augmenteraient considérablement le risque de survenu d'un cancer du
sein (Travis and Key, 2003).

- Hormonothérapie substitutive

L'hormonothérapie de substitution est utilisée pour compenser les faibles taux
d'hormones sexuelles a la ménopause, en particulier d'oestrogéne. Ces traitements substitutifs,
lorsqu'ils sont prolongés, augmenteraient considérablement le risque de cancer du sein. (Brinton
et al., 2008).

- Contraceptifs oraux

Selon une étude la relation entre la contraception orale et le risque de cancer du sein
reste controversée. Certaines études suggerent qu'elle augmenterait légérement le risque de
cancer du sein, tandis que d'autres ont montré une faible association, voire inexistante. 1l a
méme été rapporté que la durée de prise des contraceptifs oraux était peu importante et que le
risque de survenue d'un cancer du sein diminuerait de maniére significative 10 ans apres l'arrét
de leurs utilisations. Toutes ces contradictions laisse a croire que le sujet est encore mal compris
(Kaminska et al., 2015).

5.4. Facteurs liés au mode de vie

- Obésite et absence d'activité physique

Les femmes en surpoids et/ou obéses et ménopausées ont plus tendance a étre
diagnostiquée d'un cancer du sein. Ceci serait d0 a une production accrue d'oestrogene par le
tissu graisseux qui jouerait un réle dans le développement du cancer du sein. Dans ce sens, un
poids élevé a la ménopause entrainerait un exces de tissu graisseux qui secreterait ainsi une

quantité plus importante d'oestrogéne (Renehan et al., 2010).
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Etroitement liée & 'obésité, I'absence d'activité physique en plus d'une mauvaise alimentation,
en particulier chez les femmes ménopausees, sont également considérés comme des facteurs de
risque (Fournier et al., 2008).

- Tabac

Le tabagisme ou I'exposition a la fumée secondaire auraient fortement un lien avec le
développement d'un cancer du sein. En effet, il a déja été prouvé que la fumée du tabac est
cancérigene. Toutefois, son role précis dans la survenue d'un cancer du sein reste incertain. Des
études suggerent que le tabagisme est associé a des taux plus élevés d'hormones sexuelles et
donc d'oestrogene, ceci pourrait ainsi expliquer en partie son implication (Key et al., 2011;
International Agency for Research on Cancer, 2017).

- Alcool

La consommation excessive ou méme modérée d'alcool est associé a un grand risque de
survenue d'un cancer du sein. Les recherches actuelles suggérent que le fait de consommer plus
d'un verre par jour augmenterait le risque. Cependant, tout comme pour le tabac, le mécanisme
exact de son implication reste incompris mais serait lui aussi associé a des taux plus élevés
d’hormones sexuelles (Rinaldi et al., 2006; Fournier et al., 2008).

5.5. Facteurs environnementaux

- Radiations ionisantes

L'exposition a des radiations ionisantes et l'accumulation de doses a un jeune age, pour
cause de traitement médical (en particulier pour les lymphomes de Hodgkin) ou accident
nucléaire, peut augmenter le risque de développer un cancer du sein (Chiquette and Hogue,
2014).

-Exposition a des produits chimiques et polluants

De nombreux produits et composés chimiques au quels nous sommes souvent ou tous
les temps exposés sont considérés comme cancérigénes : Pesticides, produits de ménages,
produits cosmétiques, dioxines, polluants tels que les organochlorés (BPC, DDT, etc..) et les
polychlorobiphényles. Certains joueraient un role de perturbateurs endocriniens capable de
modifier le fonctionnement du systéeme hormonal en interférant avec les oestrogénes (Macon
and Fenton, 2013).

5.6. Facteurs de risque de récidive

Il existe toujours un risque pour que le cancer du sein réapparaisse peu de temps apres
traitement ou dix années plus tard, on parle alors de récidive. Certains facteurs sont associés a
un risque de récidive, la plupart sont anatomopathologiques tel que la taille de la tumeur,
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I'atteinte des ganglions lymphatiques axillaires, le type histologique, et le grade. L'obésité, le
manque d'exercice, ainsi que les radiothérapies effectuees précédemment augmenteraient aussi
le risque de récidive (Chiquette and Hogue, 2014 ; Chen et al., 2016)

5.7. Facteurs de risque chez I'homme

Généralement, un homme a beaucoup moins de risque de développer un cancer du sein.
Toutefois, il peut étre susceptible a certains facteurs similaires a ceux de la femme tel que :
I'obésité, la sédentarité, la consommation d'alcool, le tabagisme, et I'exposition aux radiations
ionisantes. D'autres facteurs de risque propre a I'nomme existent comme des taux d'oestrogenes
supérieurs a la normale, ainsi que certaines conditions comme des pathologies testiculaires ou
le syndrome de Klinefelter. En effet, certaines études ont montré que les hommes atteints de ce
dernier ont plus tendance a avoir un cancer du sein, ce syndrome entraine une diminution des
taux d'androgene et une augmentation des taux d'oestrogene, cette association reste cependant
incomprise du fait de la rareté des deux maladies (Hultborn et al., 1997; Brinton et al., 2008).

5.8. Facteurs de risque génétiques :

Des mutations sporadiques a I'nérédité, plusieurs facteurs génétiques jouent un réle
prépondérant dans le développement d'un cancer du sein. Ces facteurs peuvent agir seuls ou en
interaction avec les facteurs de risque cités précédemment. Beaucoup de genes semblent étre
associés au cancer du sein, certain plus que d'autres, cette partie sera développer dans le chapitre

suivant.
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Chapitre 11 : Genétique du cancer du sein

1. Déterminants génétique du cancer du sein

L’hérédité dans la survenue des cancers est un probléme qui n’a été abordé que depuis
une dizaine d’années (Terki K, et al., 2012). En effet, que la grande majorité des cancers du sein
sont «sporadiques », on distingue environ 10% de formes « héréditaires », identifiables dans
certaines familles comportant un excés de cancer du sein et caractérise en générale par un jeune
age au diagnostic (<45 ans). Des analyses de ségrégation démontrant que, dans ces familles, la
susceptibilité, est transmise selon un mode de transmission autosomique dominant a forte
pénétrance. Une hétérogénéité génétique est observé, compatible avec 1’existence de plusieurs
genes de susceptibilité (Faunteun., 1999).

Parmi les facteurs de risque des cancers du sein, I’histoire familiale et/ou 1’hérédité
apparaissent clairement comme des déterminants majeurs. Il est actuellement admis qu’un
antécédent de cancer du sein dans une famille augmente le risque de chaque apparenté de
développer un cancer du sein au cours de sa vie. Des études épidémiologiques ont révélé que
les facteurs impliqués dans la cancérogénése mammaire pouvaient avoir un effet différent sur
le risque de cancer du sein en présence ou en absence d’antécédents familiaux (Terki K, et al.,
2012).

1.1. Le cancer héréditaire et le cancer familial

Pour les cancérologues, le terme « cancer familial » se réfere habituellement a un cancer
qui frappe plusieurs membres de la famille sans pour autant étre héréditaire ; alors qu’un «
cancer héréditaire » décrit les cancers qui sont transmissibles et, dans certaines cas, familiaux.
Dans la plupart des syndromes de cancers héréditaire et dans la quasi-totalité des formes
sporadiques, plusieurs mutations dans une cellule somatique sont nécessaires pour le démarrage
et le développement d’un cancer (Pasternak., 2003).

Parmi ces cancers survenant a ’intérieur d’une méme famille, on considére comme «
héréditaires » ceux pour lesquels une mutation d’un géne de susceptibilité est connue, ou qu’une
telle mutation est suspectée sur la base du risque élevé retrouvé dans la famille. Le terme «
familial » est quant a lui utilisé lorsque le cancer est retrouvé chez au moins deux parentes au
premier et/ou au second degré, sans que la transmission mendélienne d’une susceptibilité soit
apparentée. Le reste des cas de cancers apparait en I’absence d’une histoire familiale de cancer

du sein et sont habituellement appelées des cas « sporadique » (Desjardins., 2010).
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Cependant, la découverte de nouveaux alléles de susceptibilité¢ et 1’étude exhaustive des
antécédents familiaux liées a certain cas pourraient permettre de reclassifier une partie des
cancers familiaux (et méme certains cancers sporadiques) en tant que cancer héréditaires
(Desjardins., 2010).

La comparaison entre les formes héréditaires familiale et les formes sporadiques révéle
deux différences importantes :
- Les formes familiales se manifestent a un age plus jeune.

- Les formes familiales sont souvent multifocales.

CAS
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Seconde mutation ;
probabilité nu
. Cellule tumorale
fondatrice
comportant 2 mutations
g?éRADlQUES A" \“."\\_zldii-_)li ;-U“Hdl'?t,iui‘ ‘ . ‘ ;;;)U'”‘d[j ’T.ll,itiﬂ?-f)ﬂ :
dans une cellule % 2 = probabilité p
probabilité np 8 ¢ @

Figure 9 : relation entre les formes sporadique et héritées d’une méme tumeur.
(Sznajer et al., 2009).

Les études de liaison ont permis 1’identification des génes de susceptibilités impliquées
dans de nombreux syndromes de cancers familiaux. Une fois le géne responsable identifié, des
mutations de ses génes peuvent étre recherchées dans les tumeurs sporadiques ; dans ce contexte
un nombre significatif de génes suppresseurs de tumeur a été identifiée (Sznajer et al., 2009).

Le tableau suivant range les cancers en trois classes différentes : cancer heréditaire,
cancer familial, et cancer sporadique et explique les caractéristiques spécifiques pour chacun
(Tableau 2).
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Tableau 2 : Caractéristiques des familles présentant des cas de cancer du sein héréditaire

(Desjardins., 2010).

Classification

Caractéristiques

Cancer héréditaire

[J Transmission autosomique dominante apparente de type spécifique de

cancer

[J Age plus jeune au diagnostic du cancer que ce qui est attendu
[J Multiples cancers primaires chez un méme individu

[1 Regroupement de cancers rares

[J Cancer bilatéral ou multifocal

[J Parents au premier degré des individus atteints ont un risque de 50%

d'étre porteurs de la méme mutation

[ Pénétrance incompléte et expression variable, de telle facon que les
porteurs obligatoires de la mutation familiale peuvent ne pas étre affectés
par le cancer et que I'dge au diagnostic du cancer parmi les parents sera

variable

[J Les individus qui n'ont pas la mutation familiale ont le méme risque que

la population générale de développer un cancer

Cancer familial

[J Plus de cas d'un ou plusieurs type(s) de cancer(s) a l'intérieur d'une
méme famille que ce qui est statistiguement attendu, mais pas de patron
d'héritabilité clair

[J Age variable au diagnostic

(] Peut résulter du regroupement par chance de cas sporadiques

[J Peut résulter de facteurs génétiques communs, d'un environnement et/ou

d'habitudes de vie similaires

[J Ne présente pas habituellement les caractéristiques classiques des

syndromes de cancers héréditaires
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[J Les cancers dans la famille sont probablement dus a des causes non

héréditaires
[ Age du diagnostic typique

Cancer sporadique [J Méme s'il y a plus d'un cas dans la famille, il n'y a pas de patron de

transmission héréditaire clair
[J La probabilité est tres basse que la recherche de mutations de geénes de
susceptibilité sera positive, le test génétique n'offrira pas d'information

supplémentaire sur le risque de cancer.

1.2. Cancer du sein, histoire familiale et prédisposition

Dans certaines familles, plusieurs personnes, par fois sur plusieurs générations, peuvent
étre touchées par un cancer du sein. On ne sait pas précisément ce qui est a I’origine de cette
maladie ; il s’agit d’'une maladie dite multifactorielle. De nombreux facteurs, dont les
antécédents familiaux, interviennent mais n’expliquent pas a eux seuls le cancer. Dans des
études portant sur de grands nombres de femmes, ils ont trouvé un peu plus de cancers du sein
chez les femmes dont une parente proche était atteinte.

Pour cela, la consultation d’un oncogénéticien est importante afin d’évaluer plus
précisément le poids d’une histoire familiale par une réalisation d’un arbre généalogique puis
organiser la recherche de I’anomalie génétique en cause dans la famille (Figure 7). En pratique,
des anomalies des genes BRCA1 et BRCA2, qui ont un risque sur deux de se transmettre d’une
personne a ses descendants, peuvent expliquer des histoires familiales. Cette recherche se fera
dans un premier temps chez des sujets déja atteints de la maladie dans la famille, car la
probabilité de trouver I’anomalie génétique (mutation) est bien plus élevée c’est-a-dire il faut
faire une consultation d’oncogénétique, cette analyse complete des deux geénes a partir d’un

prélevement sanguin prendras plusieurs mois (Nogues et al., 2013).
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Figure 10 : Exemple d’une famille (la famille de Willems). Arbre généalogique montrant les
différents types de cancer et I’dge au moment du diagnostic: (Sznajer et al, 2009).

2. La prédisposition génétique au cancer du sein

La démarche en oncogénétique s’attache a identifier des personnes a risque élevé de
développer un cancer du sein ; les patientes sont adressés en consultation lorsque est suspectée
une predisposition genétique sur la base de leur histoire familiale (nombre de cas, association
familiale de cancers évocateurs) et/ou personnelle (précocité, multiplicité des atteintes,
caractéristiques histologiques du cancer, signes cliniques associées...) (Gongalves., 2013).

2.1 Génes de susceptibilité au cancer du sein connus

Environ 5% des cancers du sein sont associées a un gene de prédisposition a forte
pénétrance : BRCAL ou BRCAZ2, le plus souvent ; Certaines configurations familiales font
évoquer d’autres génes a forte pénétrance (Exemple du syndrome de Li-Fraumeni avec le géne
P53, ou encore du gene CDHI1). Parfois, il s’agit de la présence de signes cliniques ou
d’antécédents personnels non néoplasiques évocateurs (par exemple dansles syndromes de
Cowden, ou de Pentz-Jeghers). Mais en pratique, méme lorsque 1’histoire clinique justifie
I’analyse des génes BRCA1 ou BRCA2, I’analyse moléculaire n’identifie une mutation que
chez environ 10 a 15%. Des femmes testées (en France en 2011, ceux sont 860 mutations
BRCA1 ou BRCAZ2 qui ont été identifiées sur 7393 prescriptions).

Il existe donc un nombre significatif de femmes qui, bien que cette analyse BRCA se
soit révélée négative, ont des antécédents personnels ou familiaux évocateurs d’une
susceptibilité génetique au développement des cancers ; plusieurs hypotheses peuvent étres
alors soulevées dans ces confirmations-la :

-Des faits négatifs spécifigues BRCA1/BRCAZ2 : on suspecte que certaines mutations

ne sont pas encore détectées ;
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- L’implication d’un ou de plusieurs autres geénes de prédisposition au cancer du sein a
pénétrance modérée ou faible, soient non encore identifiés, soient connus (RAD51C, PALB2,
CHEK2, RADSO0....).

- L’existence d’interactions entre plusieurs geénes, interactions geénes-Environnement
(Gongalves., 2013).

Aujourd’hui, L’étude de I’héritabilité d’une prédisposition au cancer du sein a permis
de mettre en évidence trois catégories d’alleles de susceptibilités, chacune de ces catégories
étant associées a un risque relatif et a une prévalence dans la population (Tableau 4).

La premiére classe est constituée d’alléles rares de forte pénétrance (BRCA1, BRCA2,
TP53) et de pénétrance incertaine (PTEN, STK11, CDH1) associés a un risque élevé de cancer
du sein, et qui ont été identifiés par I’intermédiaire de syndromes familiaux. La seconde
catégorie d’alleles de susceptibilité regroupe des alleles relativement rares et de pénétrances
modérées (ATM, CHEK2, BRIP1/FANCJ, PALB2/FANCN) associés a un risque moins grand
de developper un cancer du sein (Desjardins., 2010).

Ces genes ont été identifiés principalement par 1’intermédiaire d’une approche de type
« gene candidat » dans laquelle la recherche de mutations est effectuée directement dans un
gene sélectionné sur la base d’une probabilité antérieure liée a sa fonction. La toute dernicre
catégorie d’alleles récemment identifiées est constituée d’alléles communs de faible pénétrance,
associés a un risque faible de cancer du sein. Puisqueses alléles ne conferent qu’une
augmentation trés faible de la susceptibilité au cancer du sein, leur identification nécessite
’utilisation d’études de grande envergure regroupant plusieurs milliers d’individus provenant

de plusieurs pays et représentant habituellement plusieurs ethnies (Desjardins., 2010).
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Tableau 3 : Principaux alléles de susceptibilité au cancer du sein connus.

Type Risque de cancer du Fréquence
d'aliéle Géne Loci  Syndrome associé sein (IC 95%)" des porteurs’
Forte BRCAI 17q21  Cancer du sein et de I'ovaire RCa70ansde 65% 0,10%
pénétrance héréditaire
BRCA2 ' 13q12  Cancer du sein et de l'ovaire RCa70ansded45% 0,10%
héréditaire / Anémie de Fanconi
TP53 17p13.1 Li-Fraumeni RR: 18,1 (8,6-33,2)  rare
Pénétrance PTEN 10923.3 Cowden RC a vie de 25-50%  rare
incertaine  STKII/LKRI 19p13.3 Peutz-Jeghers RC 4 70 ans de 30-50% rare
CDHI 16q22.1 Cancer gastrique héréditaire diffus RR: 6,6 (5,9-7,3) rare
Pénétrance ATM 11q22-23 Ataxie-Télangiectasie RR: 2,37 (1,51-3,78) 0,40%
intermédiaire CHEK2 22q12.1 . it OR:26(1,3-54) 0,40%
BRIPI/FANCJ 17q22-24 Anémie de Fanconi ' RR: 2,0(1,2-3,2) 0,10%
PALB2/FANCN 16pl2.1 Anémie de Fanconi . RR:23(1439) rare
Faible FGFR2* 10q - OR: 1,26 (1,23-1,30) 38%
pénétrance  TOX3/TNRC9*, 16q Wi R mr e e e b ORSRZOCG TR I24) - 25%
LOCG643714% . e st S el I s e R
MAP3KI* 5q - OR: 1,13 (1,10-1,16) 28%
: IR T R A ORI (O LT TG
MRPS30* 5p12 - OR: 1,19(1,13-1,26) 25%
LSPI* HI9 11pl5 - v . OR:1,07(1,04-1,11) 30%
- 2q35 - OR: 1,20 (1,14-1,26) 50%
CASPE 293 R ORI S0 1%

EDHCDI*, RNF146* 6q22.33 OR: 1,41 (1,25-1,59) 27%

2.1.1. Les alleles a forte pénétrance

Les mutations constitutionnelles déléteres BRCAL, et BRCA2 (syndrome sein/ovaire),
et TP53 (syndrome Li-Fraumeni) sur les chromosomes 17 et 13 sont responsables chez la
femme de cancers mammaires et ovariens qui surviennent fréquemment dans le jeune age
(Jegu., 2014).

2.1.1.1. Le syndrome de cancer du sein et de I’ovaire héréditaire, BRCAl et BRCA2

Ce syndrome de cancer du sein héréditaire le plus couramment retrouve chez les familles
présentant une forte histoire familiale. On doit a Henry Lynch, au début desannées 1970, la
réalisation qu’une agrégation de cas de cancers du sein et de I’ovaire, semble souvent apparaitre
a un jeune age dans certaines familles. Le syndrome HBOC (HereditaryBreast and Ovarien
Cancer) est caractérisé par la présence de cancers du sein avant la ménopause, de cancers de
I’ovaire, de cancers du sein bilatéraux, de cancers du sein chez I’homme, et par la présence chez
un méme individu de cancers du sein et de 1’ovaire ( Desjardins, 2010).

Les syndromes de prédisposition héréditaires aux cancers du sein et de 1I’ovaire sont dus
a des mutations constitutionnelles déléteres (MCD) de génes de prédisposition a transmission

autosomique dominante (Jegu, 2014).
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En 1990, par analyse a partir d’une vaste famille comptant de nombreux patients atteints,
un locus potentiellement associée a la susceptibilité d’apparition du cancer mammaire précoce
a été localisé sur le chromosome 17q21, appelée Breast cancer locus 1, a été présenté par Hall
et collaborateurs. A précédé de quelques années la localisation d’un second locus au
chromosome 13q12-13 (figure 8) (Sznajer et al., 2009).

Le développement des connaissances en génétique a permis de caractériser en 1994 et
1995 deux genes majeurs de prédisposition au cancer du sein et de 1’ovaire, les génes BRCAL1
et BRCAZ2, dont les mutations déléteres conférent un risque tumoral trés élevée (Chompert.,

2003), (Leblond et al., 2012).
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Figure 11 : Carte génétique des deux chromosomes 17 et 13 porteurs des mutations reconnues pour
leur réle dans la prédisposition aux cancers du sein, avec notamment les génes BRCAL (17921),
BRCAZ2 (13g12-13) et TP53.

1. Prévalence des mutations de BRCAL/2

Les mutations germinales des genes BRCA1 et BRCA2 rendent compte d’environ la
moitié¢ des syndromes familiaux de cancers du sein et de I’ovaire. De maniére remarquable, des
mutations germinales, dans des génes impliqués dans le contrdle de I’intégrité du génome,
peuvent rendre compte de la majorité de ces situations héréditaires (Faunteun, 1999).

Ces mutations, qui prédisposent & un risque ¢élevé de cancer du sein et/ou de I’ovaire a

un age jeune sont présentes chez une femme sur 400 dans la population générale, chez une

25



Chapitre I11: Génétique du cancer du sein

femme atteinte de cancer du sein sur 50, chez une femme sur 10 en cas de cancer de 1’ovaire
(Clergue et al., 2015).

La détermination de la prévalence exacte des mutations de BRCA1 et BRCAZ2 est un
probleme complexe, puisque cette derniére est influencée par la population (ou le sous-groupe
de patients) et la méthode de détection employée. En effet, concernant les cas de cancers du
sein et de I’ovaire provenant de la population générale, la fréquence des mutations de BRCA1
est estimee a 0-7% alors que celle de BRCA2 est estimée a 1-3%. Lorsque la recherche de
mutation est restreinte a des patientes présentent des caractéristiques associées a des syndromes
héréditaires mais en absence d’histoire familiale établie ou rapporté, la prévalence des
mutations BRCA1 et BRCA2 augmente. En général, on estime que des mutations de BRCA1
et BRCAZ2 sont retrouvéees dans 16-24% des familles présentant une histoire familiale, et on
observe une proportion variable des cas relies a BRCA1 et BRCA2 en fonction du type
d’histoire familiale (Desjardins., 2010).

Tableau 4 : Pourcentage des familles présentant des mutations de BRCA1 ou BRCAZ2, selon

le type cas sélectionné (Desjardins., 2010).

Type de cas BRCAL (%) BRCA2 (%)
Cancers du sein et de I'ovaire, non sélectionnés sur la base 1-7 1-3
de I'histoire familiale
Cancers de l'ovaire, sans indication d'histoire familiale 4-29 0,6-16
Cancers du sein précoces, sans indication d'histoire 0,7-10 1-6
familiale
Cancers du sein chez I'hnomme, sans indication d'histoire — 7-14
familiale
Cancers du sein avec la présence d'une histoire familiale 0-29 1,5-25

2. Pénétrance des mutations de BRCA1/2
Suite a I’identification de BRCA1 et BRCAZ2, il devient évident que des mutations de
ces deux geénes conféreraient un risque élevé de cancer du sein et de 1’ovaire (Desjardins.,

2010). En 2000, plus de 800 mutations différentes étaient enregistrées dans la base de données
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du  National Institute ~ Of  Health, The  BreastCancerlinformation  Core
(http://lwww.nhgri.nih.gov). La diversité de ces mutations et leurs distributions tout le long de
ces trés grands génes compliquent la premiere recherche de mutation dans une famille donnée,
chaque famille ayant en quelque sorte sa mutation «privée » (Chompert., 2003).

Dans la population générale, il est estimé qu’un individu sur 300 a 800 est porteur
d’une mutation de ces génes (soit en France 17000 a 45000 femmes de 30 a 69ans avec une
estimation de 2000 cancers du sein et 200 cancers de I’ovaire par an). Aujourd’hui plus de 1200
et 1300 mutations ont été rapportées par BRCA1 et BRCA2 respectivement. La méta-analyse
d’Antoniou reconnait respectivement pour BRCA1 et BRCA2 un risque cumulé sur la vie
mammaire de 65% et 45%, et ovarien de 39% et 11% (HamdiChrif et al., 2010). Les données
plus récentes de Cheu et Parmigiani retrouvent respectivement des risques de 57% et 49% pour
le sein et 40% et 18% pour I’ovaire en age de 70ans (Jegu., 2003).

Bien qu’une part de la variabilité associée a ces estimations soit clairement due a des
différences méthodologiques, il semble que la pénétrance d’une mutation en particulier puisse
étre influencée par des facteurs géenétiques et environnementaux propre aux patients, comme
c’est le cas par exemple pour certaines mutations fondatrices. Il est maintenant clair que la
pénétrance peut étre influencée par une corrélation génotype-phénotype puisque les estimations
présentées sont la plus part du temps des moyennes d’un ensemble de mutations. Cependant,
certaines études semblent démontrer un effet hétérogene dans lequel la position de certaines
mutations pourraient influencer le risque confére (Desjardins., 2010).

Le type des mutations causales de la prédisposition et leur localisation sur les génes
pourraient avoir des effets qui leurs sont spécifique. Une corrélation génotype/phénotype a été
évoquee, liée a la position des mutations sur le géne BRCA1 et BRCAZ2. Le risque de cancer
du sein associé aux mutations de la région central de BRCAL et BRCA2 est plus faible que pour
les autres mutations et le risque de cancer de 1’ovaire 1ié aux mutations situées en 3’ plus faible
par rapport au reste du géne (Desjardins., 2010).

En conseil génétique, il n’est pas possible de tenir compte d’une corrélation
génotype/phénotype pour la prise en charge des patientes avec mutation BRCAL et BRCA2.
Quoi qu’il en soit, les types de cancer sont différents pour une mutation dans des familles
différentes et dans une méme famille, ce qui suggere I’implication de geénes « modificateurs »
(Chompert., 2003).

Les études visant a déterminer le risque de cancer du sein et de ’ovaire chez les

porteurs de mutations de BRCA1 et BRCA?2 ont mis en évidence la présence d’une variabilité
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du risque entre les familles de méme qu’a I’intérieur d’une méme famille. La raison exacte de
cette variabilité du risque entre les porteurs n’est pas claire, mais elle peut conceptuellement
étre le résultat du partage d’alléles de geénes de modification ou de facteurs de risque
environnementaux. De plus, dans les familles ou I’on retrouve une mutation de BRCAL ou de
BRCAZ2, il est souvent assumé que les individus qui obtiennent un test négatif pour la présence
de la mutation sont au méme risque que la population générale. Cependant, certaines études
semblent démontrer que le risque chez ces individus serait de 2 a 5 fois supérieures a celui de
la population. Cette augmentation pourrait étre le résultat de facteurs génétiques et/ou
environnementaux se regroupent dans ces familles. En plus, de cancer du sein et de ’ovaire,
des mutations de BRCA1 et BRCA2 sont aussi associées a un risque accru de cancers a d’autres
sites anatomique. Un résumé des principales études évaluant le risque d’autres cancers associés

a ces mutations est présenté au Tableau 6 (Desjardins., 2010).

Tableau 5 : Risque d'autres types de cancers associés a une mutation délétére de BRCAL ou
BRCAZ2 (Desjardins., 2010).

Pancréas 226 (l 26-4 06) 28(1 46-4 07)

Col de l'utérus 3,72(2,26-6,10)

Corps de l'utérus 2,65 (1,69-4,16)

Prostate 1,82 (1,01-3,29) 3,33(1,78-6,20)
Colon 2,03 (1,45-2,85) 2,0(1,5-2,5) 4,11 (2,36-7,15)
Foie 4,06 (1,77-9,34)

Gastrique 6,9 (4,25-9,38)

Pharynx o cavné buccalc 2,26 (1,09-4,58) 7 3 (2 0-18 6)

Pancréas 3,51 (1,87-6,58) 59(3,2-10,0)

Prostate 4,65 (3,48-6,22) 2,5(1,6-3,8)

Os 14,4 (2,9-41,1)

Mélanomes malins 2,58 (1,28-5,17)

Vésicule biliaire 4,97 (1,50-16,52)

Estomac 2,59 (1,46-4,61)

Foie 4,18 (1,56-11,23)

2.1.1.2. Syndrome de Li-Fraumeni
En 1969, Frederick Li (né en 1940) et Joseph Fraumeni (né en 1933) décrivent pour la
premiere fois un syndrome de sarcomes se développant a I’enfance, ont identifié cinq familles

avec divers cancers se manifestant précocement au fil des générations successives (Pasternak.,
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2003). Ces familles présentant aussi une histoire familiale médicale importante de cancers, dont
des cancers du sein. Le syndrome de Li-Fraumeni est caractérisé par une hérédité de type
autosomique dominante, I’apparition de tumeurs a un age précoce, ainsi que le développement
de tumeurs primaires multiples chez un méme individu (Figure 9) (Desjardins., 2010).

Il a éte difficile de poser les premieres bases genétiques du LFS. Les approches
cytogénétiques ne révélaient aucune anomalie chromosomique systématique. Les analyses de
liaison étaient impossibles en raison de la rareté du syndrome, de la petite taille des familles et
de la morbidité élevée. Dans cette optique, et en raison du spectre étendu de cancers, on a
postulé I’existence d’une mutation germinale dans un geéne suppresseur de tumeur. Le seule
autre géne suppresseur de tumeur connu a 1’époque étaient TP53, ce gene code une protéine
nucléaire, la P53, et ainsi qu’il 1a été établi plus tard, cette protéine joue un réle important dans
la régulation de la prolifération cellulaire, I’arrét de la croissance et la réparation de I’ADN

(Pasternak., 2003).

A
Cancer du sein (47)
D 5
rMéEdublloblastome (2) Astrocytome {(56)
Ostéosarcome (1 3) Leucémie hbhmphocytaire aigus (=3 Neurinome (3)
B
P
~ A
Cancer de Festomac (26)
Ostéosarcome (13) Neuroblastome (2) Glioblastome (15)
E =
Cancer du sein (32)
Ostéosarcome (15) Glhioblastome (19) Chondrosarcome (22)

Figure 12 : Quelques exemples d’arbres généalogiques de familles présentant un syndrome de

Li-Fraumeni. Les symboles noirs représentent des individus malades. Le cancer spécifique est indiqué sous
chaque symbole noir. Les nombre entre parenthese correspondent a I'dge auquel le cancer a été diagnostiqué.

(Pasternak, 2003).
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Le géne TP53 encode une protéine hautement conservée entre les espéces et qui agit
dans le choix de la cellule entre 1’arrét du cycle cellulaire pour la réparation de I’ADN ou
I’enclenchement du programme de mort cellulaire (apoptose), (Desjardins., 2010). Les sites des
mutations germinales dans TP53 chez les familles LFS. Sont trés proches de la distribution des
mutations somatiques dans TP53 dans les formes sporadiques de cancers. Beaucoup de
mutations LFS sont de type faux sens et sont localisées dans la région de la protéine P53 qui se
lie a I’ADN (Pasternak., 2003).

Parmi les familles chez lesquelles une mutation de TP53 a été identifiée, le risque de
développer un cancer est de plus de 50% a 30ans et plus de 90% des porteurs de ces mutations
développeront un cancer avant 70 ans. Ce risque trés €levé a 1’age adulte est en majeure partie
du au risque important de cancer du sein. On estime le RR de cancer du sein associée a une
mutation de TP53 est de 18,1 (IC 95% 8,6-33,2). La majorité de ces cancers du sein surviennent
entre 20 et 44 ans (Desjardins., 2010).

La mutation du géne TP53 (syndrome de Li-Fraumeni) confére un risque de
développer un cancer du sein, avant 45ans, 18 fois plus important que celui de la population
géneérale (Daguet et al., 2008). Bien que les mutations deTP53 soient hautement pénétrantes, le
syndrome de Li-Fraumeni est un syndrome rare, avec moins de 400 familles rapportées
mondialement. Des mutations germinales de TP53 sont rarement retrouvées chez des familles
ne présentant que des cas de cancer du sein et/ou de 1’ovaire (Desjardins., 2010).

2.2. Fonction et structure de BRCA %2

Depuis leur identification au milieu des années 90, BRCALl et BRCA2 ont été
considérablement étudies. Alors que des mutations de ces génes sont retrouvées avec une
grande fréquence dans les familles présentant une histoire familiale tres chargée de cancer du
sein et de I’ovaire, des altérations de ces deux génes ne sont que rarement associées a des
cancers du sein de types sporadique. Bien qu’étant toutes deux associées au syndrome HBOC
(HereditaryBreast and Ovarien Cancer), les protéines BRCAL et BRCA2 ont des structures
protéique présentant peu de similarité I’un avec I’autre et avec des protéines aux fonctions
connues (Desjardins., 2010).

Les génes BRCAL et BRCA2 sont de grands genes ; le gene suppresseur de la tumeur
BRCA1 est de grande taille 81Kb répartis en 24 exons de taille inégales, (I’exon 11 ouont été
détectées de nombreuses mutations représentant a lui seul prés de 60% du géne), (Chompert et
al., 2003) (Jegu., 2014). Le géne code pour une protéine de 1863 acides aminés (Pasternak.,

2003), (Sznajer et al., 2009). Ainsi le géne BRCA2 présente un poids moléculaire de 70 Kb,
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comporte 27 exons (Jegu, 2014). 1l code pour une protéine de 3418 acides aminés
(Figurel0),(Sznajer et al, 2009), (Faumteun, 1999).

Les protéines de trés grande taille ont souvent des fonctions multiples en interagissant
avec des protéines multiples. Leur role principal est leur implication dans la connaissance des
altérations touchant en méme temps les deux brins de la double hélice d’ADN et la signalisation
de ces anomalies aux éléments contrdlant le cycle cellulaire, ces protéines jouent également un
réle dans le contréle de la transcription. Les genes BRCAL et BRCA2 se comportent comme
des genes suppresseurs de la tumeur au sens ou dans les formes familiales, on retrouve des
mutations constitutionnelles avec perte de fonction. L’alléle normal est inactivé dans les
tumeurs (Pasternak., 2003).

La protéine de BRCAL présente trois domaines identifiés par analogie de séquence
avec des motifs polypeptidiques connus : un domaine a doight ring (Cys3-His-Cys4) liant
potentiellement le zinc dans la région amino-terminale, suggérant que la protéine BRCA1
puisse étre impliquée dans des interactions avec d’autres protéines et/ou avec ’ADN. Ce
domaine est effectivement impliqué dans I’interaction avec BARDI, 1’un des partenaires
protéiques identifiees de BRCA1L un exée net de 70 résidus acides, responsable d’une surcharge
négative a proximité de I’extrémité carboxy-terminale ; une répétition carboxy-terminale d’un
motif BRCT, décrit initialement dans BRCAL, motif présent dans un groupe de protéines

potentiellement impliquées dans le contréle du cycle cellulaire (Faunteun, 1999).

BRCA1

IGhghifll Bttt adiil

BRCA2

AEAHA AIaniin o &1 sl

Figure 13 : Structure des exons des génes BRCA1 et BRCAZ2.(Sznajer et al., 2009).

Les mutations de BRCA1 ou BRCA2 représentent 40% des mutations identifiées de
prédispositions héréditaire au cancer (Figure 11). Les protéines codées par ces géenes sont
impliquées dans les voies de réparations de I’ADN, principalement la voie de la recombinaison
homologue. De ce fait la perte de fonctionnalité de BRCAL1 ou BRCA2 pourrait modifier la
sensibilité des tumeurs a certaines chimiotherapies (Clergue et al, 2015).
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Les fonctions principale des deux génes est de préserver la structure chromosomique
via leur implications dans les processus de réparation de I’ADN et la combinaison, le contrdle
du cycle cellulaire et la transcription d’autre génes (Chompert., 2003).

Le BRCAL code pour une protéine qui joue de multiples réles dans la réparation de
I’ADN, le controle du cycle cellulaire, et le maintien de I’intégrité du génome, ou le géne
BRCAZ2 code pour une protéine impliquée dans les mécanismes de réparation des Iésions double
brin de I’ADN (Jegu., 2014).

Les fonctions normales des génes suppresseurs de tumeurs : les genes suppresseurs de
tumeur agissent en freinant la croissance cellulaire sont impliquées dans un grand nombre de
controles cellulaires. Les deux domaines principaux concernent les points de controles du cycle

cellulaire et le contrdle de ’apoptose (Sznajer et al., 2009).

BRCA1
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72 ans G a1 ans 66 ans 68 ans K sein 57 ans 65 ans K sein 51 ans K sein 56 ans K sein 58 ans

D Homme o Femme Z Homme décédée g proposant ou proband (personne
par laquelle la famille a été recenscée)

Figure 14 : Exemple d’histoires familiales. Famille avec une mutation de BRCA1 Famille avec
une mutation de BRCA2. (Houdebine et al., 2014).

2.3. Mutation et corrélation phénotype-génotype
Le cancer du sein est une maladie génétiquement et histopathologiquement hétérogene.

Actuellement plus de 1800 mutations ont été identifiés dans chacun des deux génes. Il s’agit le
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plussouvent de mutations avec décalage de cadre de lecture, résultant a la production d’une
protéine tronquée ou aberrante. Il existe une corrélation entre le génotype et le phénotype
associe. En effet, le type de mutation ainsi que sa position dans le géne peuvent modifier le
risque de développer un cancer du sein, de I’ovaire, ou autres en I’augmentant ou en le
diminuant (Petrucelli et al., 2016). Par exemple, il a été rapporté (Le Caignec, 2000;
Lecarpentier, 2012):
- Une mutation au niveau de I’exon 13 du géne BRACI1 ¢était associée a un plus grand risque de
cancer de I’ovaire.
- Les domaines fonctionnels du géne BRCAL (domaine Ring et BRCT) sont hautement
conserves et seraient associes a une prolifération tumorale particuliérement agressive, comparé
aux régions variables qui seraient quant a elles, associée a des tumeurs faiblement prolifératives.
- Au niveau du gene BRCA2, une région centrale nommée OCCR (Ovarian Cluster Region) a
été décrite et serait associée a un faible risque de cancer du sein.
- Enfin Une mutation au niveau de BRCAZ2, serait associée a un risque de cancer du sein chez
I’homme mais aussi de la prostate.

2.4. Autres genes associés au cancer du sein

Il est important de souligner le fait que, parmi les individus atteints et présentant de
forts antécedents familiaux, seulement 40 % de ces cancer du sein sont causes par des mutations
au niveau des genes BRCAL, BRCAZ2, ainsi que p53 qui est impliqués dans la majorité des
cancers. Ceci suggere que dans les 60% des cas restant, d’autres génes, peuvent également
moduler le risque de cancer du sein une fois muté. Certains de ces genes sont associés a des
syndromes génétiques assez rares. lls sont classés selon leur niveau de leur pénétrance
(Walavalkar et al., 2015).

2.4.1. Genes a forte pénétrance

2.4.1.1. Le gene P53

Le géne p53 (Protein 53) est un géne suppresseur de tumeur situé sur le bras court du
chromosome 17 (17p13.1). Tout comme BRCA1/BRCAZ2, il agit selon un mode récessif mais
se transmet selon un mode autosomique dominat. Il code un facteur de transcription qui
impliqué dans de nombreux mécanismes cellulaires afin de réguler I'expression de certains
genes cibles, et ce principalement par des mécanismes anti-prolifératifs induisant I'arrét du
cycle cellulaire ainsi que I'apoptose. La majorité des mutations au niveau du géne p53 sont des

substitutions conduisant a des mutations faux-sens (Walavalkar et al., 2015).
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Le syndrome de Li-Fraumeni est provoqué par une mutation dans le géne p53. C’est
un syndrome rare du sujet jeune qui le prédispose génétiquement a diverses formes de cancers,
dont le cancer du sien avec un risque de 85 a 90 % (Chiquette and Hogue, 2014; Walavalkar et
al., 2015).

2.4.1.2. Le gene PTEN

Le géne PTEN (Phosphatase and TEnsinHomolog), est également un gene suppresseur
de tumeur qui est situé au niveau du bras long du chromosome 10 (10g23.3). Il code pour une
phosphatase (la phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate 3-phosphatase) qui est un régulateur
négatif qui intervient dans le métabolisme et la croissance cellulaire(Maehama and Dixon,
1998; Walavalkar et al., 2015).

Les mutations au niveau de ce gene sont responsables du syndrome de Cowden qui est
une affection génétique rare caractérisée par de multiple hamatromes (malformation tissulaire
d’aspect tumoral) associés a un risque €levé de cancers de la thyroide, de I’endométre ainsi que
du sein avec 25 a 50 % (Chiquette and Hogue, 2014; Walavalkar et al., 2015).

2.4.1.3. CDH1

Le gene CDHL, localisé sur du bras long du chromosome 16 (16g22.1). 1l code pour
I’E-cadhérine qui est une molécule d’adhésion cellule-cellule dépendante du calcium et
exprimée au niveau des cellules épithéliales (Apostolou and Fostira, 2013).

Certaines formes de cancer gastrique de type diffus héréditaires sont associées a des
mutations au niveau du gene CDHL1 et les sujets atteints présentent un risque de 50 a 60 % de
développer un cancer du sein (Walavalkar et al., 2015).

2.4.1.4. STK11/LKB1

Le géne STK11/LBK1 (Serine Threonine Kinase 11/ Liver Kinase B1) est un géne
suppresseur de tumeur localisé au niveau du bras court du chromosome 19 (19p13.3) et qui
code pour une protéine essentielle pour la régulation du cycle cellulaire et 1’apoptose (Apostolou
and Fostira, 2013).

Les mutations constitutionnelles du géne STK11/LKBL1 sont associées au syndrome
de Peutz-Jeghers caractérisé par le développement de polypes hamartomateux dans tout le
tractus gastro-intestinal, et par une pigmentation cutanéo-muqueuse. Les sujets atteints
présentent un risque accru de développer des cancers gastro-intestinaux ainsi que des cancers
du sein avec un risque d’environ 30 % (Walavalkar et al., 2015).

2.4.2. Gene a pénétrance modérée et/ou faible

2.4.2.1. CHK2
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Le gene CHEK2 (CHEckpoint Kinase 2) est situé sur le bras long du chromosome
22(22q12.1).C’est également un geéne suppresseur de tumeur dont le produit est une serine
thréonine kinase qui est activée en réponse aux dommages de I’ADN. C’est un régulateur
négatif de la prolifération cellulaire qui agit en phosphorylant les protéines impliquées dans le
fonctionnement des points de contréles (Apostolou and Fostira, 2013).

Tout comme p53, les mutations du gene CHEK?2 sont associées au syndrome de Li-
Fraumeni et donc a été montré comme impliqués dans I’augmentation du risque de cancer du
sein de 20%. Une mutation particuliere, 1100 delC (délétion d’une cytosine en position 1100)
a eté décrite, et les individus hétérozygotes pour cette mutation ont un risque deux a trois fois
plus élevé de développer un cancer du sein (Walavalkar et al., 2015).

2.4.2.2. PALB2

PALB2 (Partner And Localizer of BRCA2) est localisé sur le bras court du
chromosome 16 (16p12.2). Il code pour une protéine qui interagit avec BRCAL et qui est donc
impliqué dans la réparation des cassures doubles brins de I’ ADN par recombinaison homologue
(Walavalkar et al., 2015).

Les mutations au niveau du géne PALB2 sont associées a I’anémie de Fanconi qui est
une maladie génétique héréditaire rare se manifestant par une insuffisances médullaire, des
anomalies du développement, et conferent un risque de 20% de développer un cancer du sein,
et plus récemment, un cancer du pancréas (Apostolou and Fostira, 2013; Walavalkar et al.,
2015).

2.4.2.3. BRIP1

Le géne BRPI1 (BRCAl-Interacting Protein 1) est situé sur le bras long du
chromosome 17 (17922.2). 1l code pour une hélicase qui interagit avec le domaine BRCT du
BRCAlet intervient donc dans la réparation des cassures doubles brins de I’ADN par
recombinaison homologue (Walavalkar et al., 2015).

A I’instar de PALB2, les mutations du gene BRIP1 sont impliquées dans la survenue
de I’anémie de Fanconi. C’est donc également un géne de prédisposition qui confére un risque
de 20 % de développer un cancer du sein (Apostolou and Fostira, 2013; Walavalkar et al.,
2015).

24.2.4. ATM

ATM (AtaxiaTelangiectasiaMutated) est un gene localisé sur le bras long du
chromosome 11(11922-g23). Son produit est une protéine kinase apparentée a la famille des

protéines PI3K (Phospholnositide 3-kinase). Il est impliqué dans la réparation de I’ADN double
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brins en régulant des protéines telles que : BRCAL, p53, ainsi que CHEK2) (Apostolou and
Fostira, 2013; Walavalkar et al., 2015).

L’ataxie télangiecatasie est une maladie rare dont le géne responsable est le gene ATM
une fois muté. Elle est caractérisée par une dégénérescence neurologique progressive, une
ataxie cérébelleuse, une immunodéficience, ainsi qu’un risque de 20% de développer un cancer
du sein (Apostolou and Fostira, 2013; Walavalkar et al., 2015).

D’autres génes dont les mutations conferent un risque accru de développer un cancer
du sein, ont été rapportés tels que : RAD50, RAD51, BARD1, LKH-MSH2 .... (Liste non
exhaustive) (Chiquette and Hogue, 2014)

2.5. Le géne GST

L'organisme possede un systtme multienzymatique complexe permettant de
neutraliser les effets toxiques de plusieurs composés carcinogénes auxquels il est constamment
exposé (les nitrosamines ou les HAP par exemple). Ce systeme fait intervenir plusieurs genes,
parmi eux, la famille de la glutathion S-transférase (GST) qui code pour une enzyme hépatique
impliquée dans certains processus vitaux, ainsi que dans les mécanismes de détoxication (phase
I1), via la conjugaison du glutathion réduit (GSH) avec de nombreux substrats tels que les
produits pharmaceutiques et les polluants environnementaux. Cette enzyme, d'environ 25 kDa,
est dimérique. Chaque sous-unité comprend deux sites de fixation, le site « G » spécifique pour
la GSH, ainsi que le site « H » pour le substrat.

Base essentiellement sur la similarité de leurs séquences protéiques, les genes de cette
famille ont été répartis en huit classes (GSTM, GSTA, GSTP, GSTT, GSTZ, GSTS, GSTK et
GSTO), dont cing présente un polymorphisme génétique (GSTM, GSTA, GSTP, GSTT, et
GST2Z). Certains de ces polymorphismes peuvent étre associés a un risque de développer un
cancer du sein, qui varie d'un individu a un autre (Wang.,1988; Habdous et al., 2004).

2.5.2. Laclasse GSTM

Les genes de cette classe sont au nombre de 5 : GSTM1, GSTM2, GSTM3, GSTM4,
et GSTMBS. lls sont organisés en un cluster au niveau du bras court du chromosome 1 (1p13.3)
et sont espacés les uns des autres d'environ 20 Kb selon cette disposition : 5'-GSTM4-GSTM2-
GSTM1-GSTM5-3' (Wang., 1988).
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Figure 15 : Structure des genes de la classe GSTM.

2.5.3. Le gene GSTM1

Parmi les polymorphismes les plus étudiés, ceux relatifs a la sous-classe GSTML1. Ce
géne est composé de 8 exons et code pour la glutathione S-transferase mu 1. Cette enzyme
intervient dans la détoxification des composes électrophiles, y compris les cancérogeénes, les
médicaments thérapeutiques, les toxines environnementales et les produits du stress oxydatif,
par conjugaison avec le glutathion (Wang.,1988; Pearson et al., 1993).

Les variations génétiques au niveau de ce gene peuvent modifier la susceptibilité d'un
individu aux carcinogénes et aux toxines et affecter la toxicité et I'efficacité de certains
médicaments. D'autre part, Une délétion de ce gene a été associée a une susceptibilité a un
certain nombre de cancers, dont le cancer du sein. Dans ce sens, plusieurs études ont démontré
une augmentation de risque significative chez les femmes présentant le GSTM1 nul, notamment

chez les femmes ménopausées (Sull et al., 2004).

Chromosome 1p13.3
GSTM4 GSTM] ey GSTMS GSTM3
GSTM2 =y
¢ pter 110,230,418bp 110,236,367bp
wousa 4 i —
Exon 1 2 3 4 5 6 7 8
90bp 76bp 65bp 82bp 101bp 96bp 111bp 540bp

Figure 16 : Structure du géne GSTML1 .

3. La génétique clinique

Une prise en charge optimale, en génétique cliniqgue comme dans les autres spécialités
médicales, repose sur un diagnostic précis. Les principales interventions que 1’on peut proposer
en génétique clinique sont : le conseil génétique, la réalisation de tests genétiques et le
traitement (Houdebine et al., 2014).

3.1. Les tests de prédispositions génétiques
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La localisation et I’identification de deux geénes de prédisposition au cancer du sein
et/ou de I’ovaire, BRCA1 et BRCA2, ont permis I’introduction dans les nouvelles pratiques
cliniques, de tests biologiques de prédispositions génétiques destinées aux personnes supposées
a haut risque (Sevilla et al., 2004).

La diffusion de ces nouvelles pratiques médicales et biologiques se fait avec les
difficultés traditionnelles de toutes activités innovantes, auxquelles peuvent s’ajouter de fortes
incertitudes relatives a la revendication de droit de propriété sur les génes et au financement des
actes médicaux et biologiques. Dans ce contexte, 1’évolution de I’ offre de tests de prédisposition
génétique est analysée a travers deux enquétes réalisées pour décrire les profils d’activité en
1998 et en 2001 de I’ensemble des acteurs médicaux. Dans ces nouvelles pratiques : les
médecins assurent les consultations d’oncologie génétique, les centres ou ont lieu ces
consultations spécialisées et les laboratoires associés réalisant les analyses de biologie
moléculaire. Les consultations d’oncologie génétique se sont mise en place, ont pour but
d’informer les sujets et d’évaluer leurs risques d’étre génétiquement prédisposés, c’est-a-dire
d’étre porteurs d’une mutation délétere sur un géne de prédisposition, BRCA1 ou BRCA2 pour
le cancer du sein/ovaire, et de poser I’indication d’un test génétique. La prédisposition
génétique au cancer du sein est caractérisée par un risque élevé de cancer du sein.

La recherche de prédisposition génétique commence par ’analyse biologique de la
personne associée au risque le plus ¢élevé dans la famille d’étre porteur d’une mutation. Cette
personne est définie sur la base de I’histoire individuelle (dge plus précoce de survenue du
cancer, plusieurs cancers associées....) et familiale. Cette premiére recherche est techniquement
lourde : elle nécessite 1’analyse de la séquence codante des géne. Si une mutation est identifiée,
un test peut étre réalisé chez les autres membres de la famille supposés a un risque et venant en
consultation. Ce test est alors simple et consiste a vérifier la présence ou I’absence de la
mutation reconnue chez le cas index (Sevilla et al., 2004), (Bonaiti et al., 2011).

L’histoire familiale doit étre reconstituée le plus complétement et précisément
possible, sur au moins 3 générations, tous les apparentés recensés qu’ils soient indemnes de
tumeur ou non, les diagnostics confirmés par un document médicale ou mieux un compte-rendu
histopathologique. Enfin, I’origine géographique de la branche impliquée peut orienter vers une
recherche moléculaire précise. Un faisceau d’arguments permet de poser le diagnostic de
predisposition héréditaire, plusieurs cancers du sein et/ou de 1’ovaire dans la méme branche
parentale, maternelle ou paternelle, un degré faible d’apparentement entre les femmes atteintes,

un age précoce au diagnostic, un cancer bilatéral, un cas de cancer du sein et de 1’ovaire chez
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les méme femme, la présence de cas de cancer du sein chez un homme et accessoirement les
caractéristiques des tumeurs BRCAL (typiquement une tumeur grade SBR3, RH négatif ou une
histologie médullaire). Si la prédisposition est soupconnée, elle ne peut étre démontrée que par
la caractérisation de la mutation responsable de la survenue des cancers. Différents modeles ont
été développés pour calculer la probabilité de détecter une mutation selon les caractéristiques
familiales et personnelles. Etant donné le caractere « privé » ou spécifique des mutations pour
chaque famille, la recherche est basée sur le cas atteint qui de plus, a la plus grande probabilité
d’avoir une mutation d’un géne de prédisposition et dont on peut disposer d’un prélévement
sanguin a partir duquel on extrait I’ADN (cas index) (Chompert., 2003).

L’identification de 1’altération génétique responsable de I’histoire familiale et le prés-
requis pour un diagnostic pré symptomatique (Pasternak., 2003). En cas d’identification de la
mutation, une surveillance clinique et mammographique particuliere et des mesures
prophylactiques telles que la chirurgie peuvent étre proposées (Sevilla et al., 2004).

3.2. Dépistage et diagnostic génétique

Actuellement, les femmes a haut risque (antécédent personnel de cancer du sein,
prédisposition génétique BRCA1 et BRCA2, nombreux antécédents familiaux de néoplasies
mammaires et/ou ovariennes sans mutation prouvée apres études génétique) ne sont pas incluses
dans le dépistage de masse. (Houdebine et al., 2014).

La prise en charge de ces patientes porteuses d’une prédisposition génétique au
développement d’un cancer du sein repose soit sur la chirurgie prophylactique, soit sur un
dépistage adapté a leur risque. Si la mastéctomie bilatérale prophylactique réduit 1’incidence
des cancers du sein de 90% chez les femmes BRCA1/2, le caractére mutilant d’une telle
intervention la rend difficilement acceptable pour les femmes. L’autre option est celle du
dépistage qui consiste en un examen clinique des seins tous les 6 mois, une mammographie et
une échographie mammaire annuelle. Les cancers du sein survenant chez les femmes mutées
BRCAL1 sont fréquemment de haut grade histo-pronostique et de caractérisation echographique
plus difficile. Malgré une surveillance radiologique réguliére environ 50% des cancers sont
diagnostiqués entre 2 examens de dépistage par mammographie dans cette population.
L’imagerie par résonance magnétique (IRM) est la technique d’imagerie la plus sensible dans
la detection de cancers infiltrants et ses performances sont indépendantes de la densité
mammaire. Plusieurs études ont montré son intérét dans le dépistage du cancer du sein dans des
populations a haut risque (Daguet et al., 2008).

3.3. Surveillance prevention des femmes a haut risque
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La prise en charge des femmes « a haut risque » est largement discutée et demanderait
un développement plus important .elle se base aujourd’hui sur la détection précoce des tumeurs,
la chirurgie prophylactique, et la chimio prévention.

- Détection précoce des tumeurs

Elle comprend un examen clinique des seins 2 a 3 fois par an dés I’age de 25 ans,
comme la moitié des cancers du sein surviennent avant 50 ans, la surveillance par
mammographie doit commencer tout vers 1’age de 25 a 30 ans, voire 5 ans avant 1’age de
survenue du cancer familial le plus précoce. La faible sensibilité de cet examen due en partie a
la densité des seins des jeunes femmes entraine un nombre €élevé des« cancers de 1’intervalle »
ce qui plaide pour un examen bi-annuel. La mammographie a montré ses limites dans la
détection des cancers du sein héréditaire. En raison de la radiosensibilité particuliére supposée
des tissus sains due aux fonctions des génes BRCA1 et BRCA2, on ne peut éliminer I’hypothése
d’éventuels cancers du sein radio-induits par les trés nombreuses mammographies (Chompert.,
2003).

L’usage de I'IRM se généralise et les résultats des premicres études sont assez
convaincants. Le dosage des marqueurs sérique n’est pas préconisé en raison de leur trop faible
valeur predictive positive pour le dépistage du cancer du sein. De nouvelles méthodes sont a
I’é¢tude comme 1’aspiration a I’aiguille des fluides des canaux galactophores ou la ductoscopie
par fibre optique permettant le lavage et éventuellement la biopsie ou méme 1’ablation des
Iésions prémaligne par laser ou radiofréquence (Chompert., 2003).

- Chirurgie prophylactique (mastectomie prophylactique):
Elle diminue le risque tumoral d’au moins 90%, son bénéfice en terme de gain d’années de vie
est surtout profitable aux femmes dont le risque cumulé est élevé donc aux plus jeunes
(Chompert., 2003). Il existe trois types de mastectomie
-La mastectomie totale (patey modifié).
-La mastectomie totale qui conserve 1’étui cutanée (skin sparingmastéctomy).
-La mastéctomie sous-cutanée qui conserve 1’étui cutané et la plaque aréolomamelonaire
(PAM).
Les ¢études récentes confirment 1’efficacité de la mastéctomie. Il s’agit d’études spécifiques
portant sur des personnes ayant des « MCD » BRCA. L’efficacité de cette intervention ne peut
étre remise en cause, son niveau peut entre néanmoins, discuter et la position des experts de ce
groupe est que le chiffre présent de 90% apparait comme une « estimation raisonnable ». Le

risque d’échec de la mastéctomie prophylactique en termes de cancer du sein dépend de
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nombreux facteurs dont : le volume est la densité mammaire, le type de mammectomie retenu,
la voie d’abord I’extension de la chirurgie dans le creux axillaire (Eisinger et al., 2006).

3.4. Les traitements classiques des femmes porteuses d’une prédisposition
génétique

Le traitement des cancers du sein repose, en premiére intention, sur la chirurgie. Quand
le diagnostic est suffisamment précoce, I'acte chirurgical peut se limiter a une tumorectomie :
la tumeur est enlevée en préservant au maximum la glande mammaire. Ce traitement
conservateur est systématiquement associé a la radiothérapie, afin de réduire de facon
importante les risques de récidives locales (Institue Curie, France, 2009).
Cependant, il existe un nombre non négligeable de situations ou I'ablation compléte du sein «
mammectomie » s'impose récidive apres : traitement conservateur, cancer multicentrique ou
multifocal, prédisposition génétique (mutation de BRCA1/2) et parfois demande spécifique de
la patiente (Institue Curie, France, 2009). Une mastéctomie prophylactique constitue un choix
possible pour les femmes porteuses de mutations du géne BRCA2, les femmes porteuses de
mutations BRCAL choisissent souvent de recourir a une ovariectomie. Dans ces cas, une
reconstruction mammaire est proposée a la patiente (Sznajer et al., 2009). La chimiothérapie
peut étre prescrite a divers stades de la maladie (Hammatzadeh et al., 2016). Elle est parfois
administrée avant I'acte chirurgical « chimiothérapie néo-adjuvante » pour réduire la taille de
la tumeur et permettre ainsi un traitement chirurgical conservant le sein ; elle peut également
étre prescrite aprés l'acte chirurgical « chimiothérapie adjuvante » pour réduire
significativement le risque de rechute a distance (Gewefel et al., 2014). L'hormonothérapie est
destinée aux femmes dont la tumeur est porteuse de récepteurs hormonaux positifs, soit plus de
80 % des cas (Gewefel et al., 2014).

4. Modification épigénétique

Les altérations épigénétiques consistent en des modifications de I'expression génique
qui sont heréditaires mais qui n'implique pas de modification de la séquence d'’ADN. Ces
phénomeénes épigénétiques sont médiés par plusieurs mécanismes moléculaires qui sont
étroitement liés. Celles-ci incluent la méthylation de I'ADN, des modifications post-
traductionnelles des histones, le recrutement de facteurs de remodelage de la chromatine et
I'expression d’ARN non codants.
Outre les mutations génétiques, les mécanismes épigénétiques jouent un réle important dans le
développement d'un cancer du sein. Des études récentes ont démontré que dans les formes

sporadiques, le gene BRCA1 est régulierement inactivé par des mécanismes epigénetiques. En
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effet, sa répression par méthylation des ilots CpG conféere un phénotype tumoral «<BRCAnNess»
similaire a celui généralement observé chez les porteurs de la mutation BRCA-1 (Lips et al.,
2013).

5. Conseil genétique

Le conseil génétique est un processus qui consiste & informer les individus présentant
une forte histoire familiale d’une maladie héréditaire, en 1’occurrence le cancer du sein, de la
probabilité de le développer et/ou de le transmettre ainsi que des options qui s’offrent a eux en
termes de tests génetiques a effectuer et de gestion de la maladie (Sequeiros and Guimaraes,
2009).
La possibilité qu’un individu soit génétiquement prédisposé a la survenue d’un cancer du sein
doit toujours étre prise en considération. C’est pour cela que les antécédents familiaux doivent
étre évalués aussi bien du c6té maternel que paternel. En effet, ces antécédents supposent la
présence d’une mutation au niveau d’un geéne de prédisposition, le plus souvent
BRCA1/BRCA2, mais ce n’est nécessairement pas le cas. C’est 1a qu’intervient le conseil
génétique (Chiquette and Hogue, 2014; Agnese and Pollock, 2016).
Aprés un interrogatoire approfondi établi par le médecin, I’individu est référé a un généticien
qui évaluera la pertinence de ces antécédents familiaux (sur trois genérations de préférence). Il
I’informera de la possibilité d’un test génétique, de ses bénéfices potentiels, de Ses risques, ainsi
que de ses limites (Chiquette and Hogue, 2014).

5.1. Test génétique

Un test génétique est recommandé pour les sujets présentant une histoire familiale de
cancer du sein. Ce test permet d’affirmer ou d’infirmer la présence d’une mutation au niveau
des génes de prédisposition. En raison de la forte incidence du cancer du sein, BRCA1 et
BRCAZ2 figurent actuellement parmi les génes les plus séquencés au monde. En effet, Le
séquencage de ces genes est particulierement considéré comme la méthode de référence
actuellement pour ’identification d’une éventuelle mutation chez les sujets atteints d'un cancer
du sein. Jusqu’a récemment, les mutations au niveau des genes étaient identifiées par
séquencage selon Sanger. Cette méthode a faible débit est utilisée pour déterminer une partie
de la séquence nucléotidique du genome d'un individu, dans ce cas, les genes BRCA1/2. Cette
technique utilise I'amplification en chaine par polymérase (PCR) des régions d'intérét suivie par
le séquencage des fragments genérés (Lynch et al., 2015).

Néanmoins, la baisse des colts et I'amélioration de I'efficacité du séquencage a haut

débit (séquencage de nouvelle génération NGS) ont rendu le séquencage complet des genes
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plus rentables. Contrairement & la méthode de Sanger, cette technique a haut débit utilise un
ensemble d’approches paralléles capables de traiter plusieurs séquences d'ADN simultanément.
Dans ce sens, des tests génétiques utilisant le séquencage de nouvelle génération appelée «
Multi-gene panel tasting » ont permis de rechercher simultanément d’éventuelles mutations au
niveau de plusieurs génes associés a un risque de survenue d’un cancer du sein en plus de
BRCA1/2 (p53, CDH1, PALB2...) (Lynch et al, 2015).

5.2. Avantages, inconvénients et limites du test génetique

Les sujets candidats a un test génétique doivent étre informés des avantages, des
inconvénients ainsi que des limites de ce test. En effet, méme s’il permet d’identifier les
membres d’une famille a risque, de les prendre précocement en charge, et de réduire ainsi
I’incidence du cancer du sein, il peut peser comme une charge émotionnelle, personnelle, et
familiale. Un résultat positif ne signifie pas que le sujet développera obligatoirement un cancer
du sein, tout comme un résultat non-concluant ne signifie pas automatiquement que le risque
de survenue d’un cancer du sein est égale a celui de la population générale (Chiquette and
Hogue, 2014).

5.3. Conseil génétique post-test génétique

Le conseil génétique post-test permet principalement de notifier le sujet de ses résultats.
Dans ce cas la présence d’un psychologue est souhaitée en cas de réaction excessive a la vue
des résultats. Ce conseil doit inclure une présentation des options concernant la prise en charge,
la gestion du risque, ainsi qu’une discussion sur les risques encourus par les autres membres de
la famille. Effectivement, il est important, d’identifier les apparentés et d’encourager le sujet a
partager I’information avec eux afin de les sensibiliser (Chiquette and Hogue, 2014; Agnese
and Pollock, 2016).
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Chapitre 111 : Méthodes de diagnostic moléculaires

1. Méthodes utilisant le géne GSTM1
1. Prélevement sanguin
Le préléevement de sang total préconisé pour I’extraction de I’ADN a été recueilli stérilement
dans deux tubes vacutainer pour chaque patient en présence de I’anticoagulant EDTA (Ethylene
Diamine Tetra-acetic Acid).
1.2. Extraction de ’ADN génomique
L’Extraction de I'ADN est une procédure utilisée pour isoler 'ADN des noyaux des leucocytes
présents dans le sang total prélevé. Elle permet donc de séparer et de purifier I’ADN de tous les
autres constituants nucléaires, y compris les molécules qui lui sont fortement liées. 1l existe de
plusieurs méthodes d’extraction et de purification de I’ADN. Dans notre étude c’est la technique
utilisant le solvant inorganique NaCl qui a été employée.
Les principales étapes de cette méthode sont :
- Hémolyse du sang et isolément des leucocytes.
- Lyse des cellules leucocytaire.
- Séparation de I'ADN des complexes nucléoprotéiques et autres débris cellulaires.
- Extraction et purification de I’ADN
- Concentration de I’ADN par précipitation a 1’alcool.
- Redissolution de I’ADN dans une solution tampon.
1.3. Le génotypage du GSTM1
Pour la mise en évidence du génotypage du polymorphisme de la sous classe GSTM1, r
une PCR multiplex doit étre réalisée, suivie d’une séparation des produits de cette PCR par
migration électrophorétique sur gel d’agarose et de leur visualisation aprés exposition aux UV
- La PCR multiplex La PCR multiplexe (M-PCR) est une variation de la PCR
conventionnelle. Son principe de base, qui contrairement a la PCR classique, implique
I’amplification de plusieurs séquences cibles simultanément en utilisant des paires multiple
d'amorces dans le mélange réactionnel. La PCR multiplex plus rapide et plus économique, a
une spécificité et une sensibilité similaires a celles de la PCR simplex. Les délétions du géne
GSTM ont éteé analysées par PCR multiplex avec contrdle S-globine. La f-globine est utilisee
comme témoin interne, pour confirmer si I'amplification PCR est réussie et pour s'assurer que
la GSTM1-null était due a la délétion des alléles GST et non a I'échec de la PCR.
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Tableau: Séquences d’amorces sens (F) et anti sens (R) utilisées lors de la PCR multiplex.

Taille du fragment
Amorce Séquences (5'—3")
amplifie

GSTMI (F) (5-GAACTCCCTGAAAAGCTAAAGC-Y)
230 pb

GSTMI (R) (5-GTTGGGCTCAAATATACGGTGG-3")

p-globine (F) (5-ACA CAA CTG TGT TCA CTA GC--3")
110 pb

p-globine (R) (5“CAA CTT CAT CCA CGT TCA CC-3").

Apres dilution de 10ul d’ADN concentré dans 10ul d’eau distillé, dans chaque tube Eppendorf,

nous avons préparé le milieu réactionnel (mix) contenant les différents réactifs nécessaires a la

réalisation de la PCR multiplex :

Tableau 7 : Composition du milieu réactionnel de la PCR multiplex pour I’amplification de la

séquence du géene GSTM1 et du gene B-globine.
[ S e e T

HO 4.04

MegCly a 1.5 final (S0mN) 0.6
MAmorce sens GSTALT (100 ng'nl) =
Aanorce anti-sens GSTALT (100 g pul) =
Amorce sens JF-globine (100 ng/'pl) =
Anti-sens G-globine (100 ng/'1l) 2
Tampon 103 2

Taqg DINA ST ul 0.16

dINTP 0.2 final 3.2
DINA 20 a S0 ng'nl 2

Total 20
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Les tubes de PCR contenant les différents réactifs ainsi préparés, sont déposes dans un
thermocycleur et le déroulement des cycles de PCR est conditionné comme suit :

Tableau 8 : La programmation des cycles de PCR.

Nombres de cycle Etape Température (C°) Durée
1 cyele Dénaturation initiale 95 4min
Dénaturation 94 30s
37 cyeles Hybridation 53 30s
Elongation 72 30s
1 cyele Elongation finale 72 10min

-Migration électrophorétique sur gel d’agarose

La migration des produits de PCR colorés au BBP (dilué au ¥4 dans le TBE1X) se fait
sur un gel d’agarose (UltraPure™ Agarose) a 3% préparé avec du BET. La migration se fait
sous un courant & 100V pendant 30 min et en parallele avec le marqueur de taille XIV(Marquer
XIV - 100 pb, Roche®).
Aprés migration, le gel est soumis au rayon UV ce qui permet la visualisation des produits de
PCR amplifie.
Résultats de ’analyse génétique (D’aprés le mémoire : Etude statistique, histologique et

moléculaire du cancer du sein dans la région de Constantine.)

Malades
M 123456 7 8 910 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Bande parasite

GSTM1 230pb
Globine 110pb

Bande parasite

GSTM1 230pb
Globine 110pb

Figure 17 : Profil d'électrophorese sur gel d'agarose (3%) des fragments aprés migration.
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- 1-20 : sujets - M : marqueur - (-) : GSTM1-null - (+) : GSTML1 présent
Cette analyse génétique vise a identifier une possible association entre le polymorphisme du
géne GSTML1 et le cancer du sein.
La visualisation au rayon UV de la migration des fragments d’amplification du géne GSTM1sur
le gel électrophorétique a reflété 2 bandes. La premiere bande, de 110pb, correspond au géne
de la p-globine, tandis que la deuxiéme bande, de 230pb, correspond quant a elle au géne

GSTML1. La présence de quelques bandes parasites peuvent étre notées.

I1. Méthodes utilisant le gene GSTP1

2.1. Le prélevement sanguin

Le prélévement sanguin s’effectue selon certains critéres :

-Le prélévement se fait sur les patientes et les témoins qui répondent aux criteres.

- Le consentement est obligatoire

-Le prélevement est réalisé dans un tube EDTA (Ethylen-Diamine- Tetra-acétic Acide)
sous vide. Il s’agit de 6 a 8 ml du sang qui sera conservés a une température de 4°C jusqu’au
moment des manipulations.

2.2. L’étude moléculaire
L’étude moléculaire consiste en une recherche du polymorphisme A313G du géne de la GSTP1
au niveau du laboratoire de biologie et de génétique moléculaire (UC3).

2.2.1. L’extraction d’ADN
L’ADN de chaque sujet est extrait a partir des leucocytes du sang périphérique recueillis dans
un tube EDTA, suivant la technique au NaCl. Ainsi les leucocytes sont séparés du sang total
par une lyse hypotonique et traité ensuite par un détergent sodium dodécyle sulfate (SDS) et
une protéinase K, et de cette maniere I’ ADN nucléaire est libéré dans le milieu.la pelote d’ADN
est formée dans le surnagent par précipitation avec 1’éthanol. L’ ADN est solubilisé en phase
aqueuse.

2.2.2. Le génotypage de la GSTP1

Pour la mise en évidence du génotype du polymorphisme A313G de la GSTPL, la
technique PCR/RFLP consiste a la réalisation des étapes suivantes :
- Amplification par PCR (polymérase chaine réaction).
- Une migration électro-phorétique sur gel d’agarose pour le contréle du produit PCR (s’assurer
qu’il n’y a pas de contamination).

- Digestion du produit de PCR par I’enzyme de restriction Alw26I
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- Une migration électro-phorétique sur gel d’agarose pour larévélation du résultat de digestion
(génotype A313G).
1. L’amplification par PCR

Le principe :

la PCR est une méthode de biologie moléculaire permettant d’amplifier des séquences
d’ADN cible, définies en plusieurs millions d’exemplaires. La PCR est une réaction en chaine
de n cycles successifs d’amplification, au cours desquels deux amorces dirigent I’amplification
du fragment d’ADN double brin quelles encadrent. Un cycle d’amplification est composé de
trois étapes : dénaturation, hybridation et élongation.

Tableau 09 : Préparation du milieu réactionnel de la PCR

MMix de PCR Concentrations Quantités pul pour un échantillon
Eau distille 16. 7Tl

Tanmipoiy 103 2Z.5ul

Ml 12 (2Z25mh) 1.5ul

AINTP (ST} 2nl

Amorce F C1OphI) O.Sul

Ammorce B (1 OpNI) O.5ul

Taq polyimdérase 0.3l

ADMN cible 1l

Amoreces:

Amorce F : 5°- ACC CCA GGG CTC TAT GGG AA -3’

Amorce R : 5°- TGA GGG CAC AAG AAG CCCCT -3’
Apres avoir préparé le mix de la PCR, nous avons pris 24ul de ce mélange avec 1ul d’ADN
pour chaque tube. Ensuite le déroulement des cycles de la PCR a été assuré par le thermocycleur
et les conditions d’amplification étaient comme suit : dénaturation initiale & 94°C pendant 5
minutes, suivie de 30 cycles de PCR, comprenant chacun une dénaturation a 94°C, une
hybridation a 60°C ET une élongation a 72°C et enfin une élongation finale a 72°C pendant 10
minutes.
Le controle des produits PCR s’effectue par électrophorése sur un gel d’agarose 2% additionné
de 10 pl de BET (Bromure d’éthidium) qui est un agent intercalent entre les bases
nucléotidiques de I’ADN et émettent une coloration rouge lors de 1’excitation par des UV. Le
gel est déposé sur une plaque d’une cuve horizontale.
Dans chaque puits du gel, on dépose 10ul de produits PCR en présence de 3 pl du colorant Bleu

de bromophenol (BBP) qui permettent de suivre le front de migration.
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Parallelement un échantillon sans ADN (témoin négatif) est inclus dans la série a
amplifier et sert de control de contamination. Le dép6t se fait du coté cathode et le systéeme est
soumis a une migration sous un courant de 60 a 100 volts pendant 45 mn.

Aprés la migration, le gel est soumis au rayon UV. Le gel est photographiable et permet de
visualiser les fragments amplifiés sous forme de bandes fluorescentes de méme taille. Ce
controle permet aussi de vérifier si une éventuelle contamination de I’ADN est survenue au

cours de PCR grace au puits contenant le blanc.

Figure 18 : Photographie montrant le profil de migration électrophorétique de la PCR

2. Digestion des produits PCR
Les produits de la PCR sont soumis a une digestion enzymatique par I’enzyme de
restriction Alw261. Pour cela il faut préparer une quantité d’un mix pour la digestion selon
le nombre des amplifias a étre digérés. Ce mix de digestion contient de 1I’enzyme (Alw261)
et un tampon qui sera délivré dans le kit de I’enzyme et de 1’eau.

Tableau 10: Préparation du mix de digestion

Nucléase free water (eau) 17ul
Tampon 103 2 .I.lL|
Alw26I 1-2uL
Produit PCR 10 uL

Nous préparons pour chaque échantillon un tube qui contient 10uL de produits
PCR additionnés de 20uL de mix de digestion, les tubes sont ensuite incubé pendant une
nuit dans une étuve a 37°C
3. Electrophorese des produits de la digestion
Les fragments d’ADN digérés par I’enzyme de restriction sont séparés par
¢électrophorese sur gel d’agarose 3%. Le gel est visualis¢ grace a I’addition BET (10ul).
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Les acides nucléiques chargés négativement, sont déposes du coté de la cathode et migrent vers
I’anode dans le champ ¢électrique .La migration des fragments d’ADN dépend de leurs tailles ;
plus le fragment a une taille élevée, moins la migration électrophorétique par rapport au puits
d’inclusion est importante. A I’inverse des fragments de petite taille ont une distance de
migration plus élevée.
Lorsqu’on obtient une nette séparation des différents fragments (aprés 2h 30mn de

migration) le gel est photographie aprés trans illumination aux UV.
4. Profile RFLP obtenu
L’enzyme de restriction Alw26I reconnait et clive la séquence 5°...GTCTC (n) 3, elle clive le
site de restriction suivant :

5°...GTCTC (n) |3’

3’...CAGAG(n) 15’

La présence d’une la mutation A313G crée un site de coupure pour I’enzyme de
restriction Alw26l, les fragments d’ADN obtenus seront de 93 et 83 bases s’il y a mutation Soit
des fragments de 176 pb en cas d’absence de mutation, et par conséquent on peut distinguer
entre des sujets porteurs ou homozygotes.

Le génotype homozygote normal (AA) est représenté par une seule bande de 176pb, le

génotype homozygote muté (GG), est représenté par deux bandes 93pb et 83pb et le génotype

hétérozygote AG est caractérisé par trois bandes 176pb, 93pb et 83pb.

o

[

M AA AG GG AG AA AAAAAAAA

Figure 19 : Photographie montrant le profil de de migration électrophorétique d’une digestion

enzymatique (M : marqueur de taille 50pb).
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I11. Méthodes utilisant le gene p53

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

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

Selon le nombre de bandes générées, on peut déduire la présence ou 1’absence de mutations.

HAGMOBOME 17 mes GEE PCR =
- amplification des fragments d’intéréts
par des amorces spécifiques

W

—
|_ggccmcmcnn cagtcacagcacalgacggazgiglgage °
ﬁ N

=
- .
- - —_
s | ST L [ m——— .°
o ?\_ geicaggagecactigecac NS
22 -—
|

'] aau

R

158 pb i

2 : fragm

pb
>
s
b
le poids 100pb
PM : de poids de 100 pb
lifié de 105 pb encadrant hot spot 175 : marqueur de poids de p
amplifié de 158 pb encadrant hot spot 248/249 @ N : fragment normal (pb)
M : fragment muté (pb)

3 : fragment amplifi¢ de 188 pb encadrant hot spot 273
RFLP =

digestion du produits de la PCR par des
enzymes de restriction cibles

Figure 20 : Illustration schématique des étapes de la PCR-RFLP réalisée pour I’étude des 4hots
spots (175, 248, 249 et 273).
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3.1. Préparation des échantillons

Les tissus biopsies ou chirurgicalement excisés pour l'analyse et le diagnostic
histopathologique sont souvent fixes au formol et inclus en paraffine pour le stockage a long
terme.

Les etapes de déparaffinage et de réhydratation sont nécessaires et indispensables,

préalablement :

5. -Le déparaffinage a été réalisé en présence du xyléene et sous la hotte : dans des tubes
Eppendorf 1,5 ml, nous avons mis les échantillons sous forme de piéces coupées par un
microtome, ensuite nous avons complété comme suit :

- ajouter 800 pl de xyléne dans chaque tube ;

- agiter par retournement pendant 15 min (grace une plaque rotatoire) ;

- centrifuger a la vitesse maximale (14000 tpm) pendant 2 min, éliminer le surnageant (paraffine

dissous dans le xylene), sans perturber le culot cellulaire ;

- répéter 1’étape de déparaffinage par le xyléne 2 fois supplémentaires pour enlever totalement

la paraffine.

6. La réhydratation a été réalisée en trois étapes utilisant différentes concentration d’alcool
“’éthanol’” (100%, 70%, 50%) dont le volume d’alcool ajouté est proportionnelle avec
la quantité de culots cellulaires :

- ajouter au culot cellulaire 600 pl d’éthanol 100 % (dans notre cas) ;

- vortexer, centrifuger a 14000 tpm pendant 3 min ;

- ¢liminer I’éthanol par pipetage ;

- réhydrater les échantillons en ajoutant de 1’éthanol a 70% puis a 50% (suivre les mémes étapes

que précédemment) ;

- ¢éliminer I’éthanol a 50 %. Les culots cellulaires ont été séchés en tubes renversés, a

température ambiante, pendant 5 min.

3.2.. Extraction de ’ADN génomique

L’extraction de I’ADN a été réalisée a partir des cellules déparaffinées et réhydratées au cours

de I’étape précédente. Elle s’effectue en plusieurs étapes (selon le protocole de Pikor L.A.,

Enfield K.S.S., Cameron H., et Lam W.L. DNA Extraction from Paraffine).

- ajouter 315 pl de tampon de lyse (10 mM Tris pH =7,5 ; 100 mM EDTA ; 50 mM NacCl)

plus 5 pl de protéinase K (10 mg/ml) aux culots cellulaires ;

- incuber les tubes a 55°C pendant 1 h 30 min avec vortex chaque 5 a 10 min ;

- laver par ajout de 100 ul de NaCl 6 M a chaque tube ;
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- vortexer pendant 6 min puis une centrifuger a 13000 tpm pendant 10 min, a température
ambiante ;
- transférer minutieusement le surnageant contenant 1’ADN, presque 250 pl/tube dans un
nouveau tube ;
- ajouter 200 pl d’isopropanol pour précipiter ’ADN ;
- retourner et secouer les tubes afin de bien mélanger le contenu. A la fin, une pelote blanchétre
et compacte d’ADN est observée ;
- la pelote d’ADN a été culotée grace a une centrifugation prolongée a vitesse maximale de
13000 tpm/10 min & température ambiante ;
- enlever I’isopropanol par pipetage. Le culot d’ADN devrait rester coller au font du tube ;
- ajouter 300 pl d’éthanol au culot d’ADN, mélanger ;
- centrifuger quelques secondes ;
- éliminer I’éthanol. Le culot d’ADN devra étre séché a température ambiante pendant 30
min (tube renverse) ;
- resuspendre ’ADN dans de I’eau distillée, grace a I’ajout de 30 pl d’H20 distillée. Une
incubation a 55°C pendant 10 min ;
- L’ADN est ensuite quantifié, aliquoté et conservé a -20°C jusqu’a usage ultérieur.

3.3. PCR-RFLP

3.3.1. Amplification de PADN par PCR
La PCR permet d’amplifier des s€quences autour des sites de mutations en quantités suffisantes
pour réaliser 1’analyse par RFLP. La spécificité des amorces et des enzymes de restriction
utilisées pour I’analyse mutationnelle a été préalablement validée par une étude antérieure.
Une verification de la spécificité de toutes les amorces et les enzymes de restriction incluses
dans notre étude a été réalisée in silico en utilisant 1’outil bio-informatique.
Amorces sens et antisens utilisées pour I’amplification par PCR de différentes séquences cibles
de gene p53.
Les amplifications ont été optimisées aprés plusieurs essais concernant la concentration en
MgCl2, la température d’hybridation et le nombre de cycles.
» Visualisation des fragments amplifiés
La détermination de la taille des produits de PCR se fait par une migration électrophorétique
sur un gel d’agarose a 2%.

3.3.2. Etablissement du profil de restriction RFLP
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La PCR permet d'amplifier une région definie du géne p53 puis d'appliquer la technique
RFLP sur le produit de PCR. L’ADN est soumis a une enzyme de restriction qui coupe la
molécule en un endroit précis, définis par une sequence de bases, appelé sites de restriction.
Lorsqu’ une mutation est introduite dans la séquence de I’ADN, il peut y avoir création ou perte
d’un site reconnu par une enzyme de restriction. Cette non-coupure de I'ADN est détectée par
une variation du nombre et de la longueur des fragments d'/ADN (fragments de restriction)

obtenus apres digestion enzymatique, et séparation par électrophorese.

—
s [/ -ACCTGGAGGGCTGGGE] m— /(] a—

A A —
- 140/156 bp - 81 bp

—=125 bp

Figure 21 : Illustration shématique montrant les bases de la détection simultanée d’une TP53

Arg72Pro et del/ins polymorphisme d’un intron de 316 bp.

Aprés la séparation des fragments en utilisant une électrophorése sur gel d’agarose un résultat peut étre
utilisé comme montré dans la 1’électrophorégramme de la figure 21.

:IC G/C G/IC G/G C/C GIC  GIG G/C
DelVins Del/Del Del/Del Del/Del Ins/Ins Del/lns Del/Del Delins

156 bp
140 bp
125 bp

81 bp

44 bp
34 bp

Figure 22 : Electrophorégramme sur gel d’agarose montrant le résultat PCR-RFLP.
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Conclusion

Conclusion

L'analyse moléculaire poursuit plusieurs buts. Il s'agit de décrypter les mécanismes de
la cancérogenese, de préciser les cibles mais aussi le cas échéant de relier ces éléments d'ordre
mécanistique a des éléments cliniques tels que les corrélations genotype-phénotype, les
éléments morphologiques et pronostiques, d'orienter les traitements (détermination préalable
d'une résistance au traitement), d'aider au diagnostic, de rechercher une maladie résiduelle, mais
également d'identifier les sujets a haut risque dans les familles. On ne se contente donc plus
simplement de décrire et comprendre les mécanismes de la cancérogenese, mais également
d'envisager les finalités médicales de ces découvertes. Le but ultime étant le développement, a
partir de ces connaissances, de nouvelles stratégies thérapeutiques.

En perspective, il est établi que les tests de predisposition génétique aux cancers du sein
et/ou de I’ovaire permettent d’identifier des mutations délétéres des geénes BRCAL/2. Ces
tests sont pratiqués couramment dans les pays industrialisés depuis le milieu des années 2000
dans un contexte relativement prudent et organisé, contrélé pour 1’instant majoritairement par
une offre régulée par le milieu médical pour les systéemes de santé socialisés. Dans ce contexte,
les informations que ces tests apportent, pour les formes génétiques peu fréquentes de cancers
liés a ces mutations, sont devenues des éléments majeurs de décision quant a la prise en charge

préventive optimale définie sur la base du risque biologique individualisé.
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