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I ntroduction

Le cancer du sein constitue I’affection tumorale maligne la plus fréquemment
rencontrée chez la femme dans le monde ou elle concerne plus d’une femme sur dix.
Le cancer est associé a une croissance anormale des cellules, qui présentent une
dérégulation des processus de prolifération et de mort cellulaire. Les changements
observeés au niveau de ces cellules le résultat d'une expression anormale de genes. Ce
déreglement peut avoir plusieurs sources : I'hérédité, I'action d'un composeé mutagene,
la trandocation dune partie dun chromosome, l'amplification ou la perte
d'hétérozygotie d'une région du génome. Bien que les causes exactes du cancer soient
inconnues, il est bien établi qu’il sagit de [laction conjuguée de facteurs

environnementaux et géneétiques.

Ainsi, la susceptibilité d'un individu a développer un cancer du sein est le résultat
d'une interaction complexe de facteurs liés au style de vie, al'histoire reproductive et
aux déterminants génétiques propres a chaque individu. Jusqu'a présent, un nombre

limité de genes ont été impliqués dans une telle susceptibilité.

Selon les derniéres statistiques mondiales publiées en 2013, le cancer du sein est le
premier cancer de lafemme en termed’incidence[1]. Il constitue I’une des principales
causes de déces par cancer dans les pays les moins développés. Le cancer du sein est

rare chez I’lhomme moins de 1 % de tous les cancers du sein.

En Algérie, malgré I’absence de registre national de cancers, cette affection maligne
représente le premier cancer de la femme en termes d’incidence selon les trois
registres d’Alger, Setif et Oran [2].Le cancer du sein est I’un des plus importants
problémes de santépublique tant dans les pays développés que dans les pays en

dével oppement.
Ceci s’explique par sa fréguence, mais aussi sa morbidité et sa mortalitéélevées.

Le mécanisme de la carcinogenese mammaire n'est pas encore entierement compris.
Plusieurs facteurs de risque ont été impliqués dans le développement de ce cancer.
Les principaux facteurs de risque du cancer du sein sont des facteurs hormonaux liés
al’imprégnation ostrogénique pré-ménopausique (premiéeres régles précoces, faible
parité), des prédispositions génétiques et des facteurs environnementaux. Toutefois,
I'interaction entre les facteurs genétiques et environnementaux joue un réle important

dans ce mécanisme.
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I ntroduction

Plusieurs études épidémiologiques ont montré que la déficience en folates peut
provoquer des lésions de I'ADN conduisant a une instabilité génétique et
['augmentation du risque de plusieurs cancers, notamment le cancer du sein d’ou notre

intérét pour I’enzyme de la MTHFR fortement impliquées dans son métabolisme [3,4]

Objectifsde notretravail :

Le but de cette étude, est d'explorer l|'association possible entre le
variantC677T du gene de la MTHFR, et le risque de cancer du sein chez les
patientes présentant un cancer du sein et recrutées au service d’oncologie
meédicale du Centre Anticancéreux de Constantine (CAC).

En deuxiéme instance nous procéderons a une analyse rétrospective parétude

de dossiers de patientes pour une contribution a I’étude épidéemiologique.
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1- Anatomie dela glande mammaire:

Le sein ou glande mammaire est constitué d’une vingtaine de lobes
glandulaires entourés de tissus graisseux. Les lobes glandulaires sont responsables de
la sécrétion du lait.Les canaux excréteurs de ces |obes, appel és canaux gal actophores,
débouchent sur le mamelon.Le mamelon est [ui-méme entouré d’une zone pigmentée
qui est I’aréole.La peau de I’aréole est |égerement déformée par les orifices des
glandes sébacées, des glandes sudoripares et des follicules pileux. Le sein repose sur

le muscle pectoral. (figure 01).[5]
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Figurel: Lastructure du sein.[6]
2- Histologie :

La glande mammaire est formée :
D'une part de tubes glandulaires ou galactophores, bordés d'une double couche
celulaire[7] ;
> Interne: cellules épithédliales cylindriques ou cylindro-cubiques.
>  Externe: cellules myoépithéliaes. Le tout est entouré de la membrane basale.
D'autre part, de tissu conjonctif qui se différencie au moment de la puberté en deux
parties:
»  Le tissu interstitiel banal qui constitue le support des lobes comportant de

nombreux adipocytes.
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> Le tissu conjonctif Iache intra-lobulaire ou tissu palléal La plague aréolo-
mamelonnaire est tapissée par un épiderme plus ou moins pigmenté. Le derme
sous-jacent comporte des annexes cutanées, un réseau lymphatique bien
développé et de nombreux faisceaux musculaires lisses(figure 02).
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Figure2: Représentation schématique de I’architecture cellulaire d’une tubulo-
alvéole 8]
3- Physiologie:

Le développement des seins est un des signes de la puberté chez lajeunefille.
Ce développement seffectue grace a l'action de nombreuses hormones (cestrogenes,
progestérone et hormones hypophysaires).
Pendant le cycle menstruel, la glande mammaire subit des modifications et
notamment augmente de volume sous I’effet des cestrogenes. Le réle principal du sein
est de fabriquer lelait. La préparation ala sécrétion lactée se fait pendant la grossesse
grace a 2 hormones, les cestrogenes et la progestérone (sécrétées par I’ovaire et le
placenta) favorisant ainsi |e développement des glandes mammaires. Au moment de la
meénopause, suite a une diminution de la fabrication hormonale (cestrogenes), le

volume des sains diminue.
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1-Définition :

Le cancer est une prolifération rapide et anarchique de cellules anormales qui
ont la capacité d’envahir et de détruire les tissus sains et de se disseminer dans
I’organisme formant des métastases qui sont la principae cause de déces par
cancer.Les cancers du sein se définissent comme une prolifération maligne de cellules
épithélidles bordant les canaux ou les lobules du sein appelés respectivement
carcinomes canalaires ou lobulaires. S’il y a une effraction de la membrane basale,
séparant I’épithélium du tissu conjonctif, ces carcinomes sont dits infiltrants. Dans le
cas contraire, ils sont dits carcinome in situ ou intra-canalaires. I1s possedent ou non un
potentiel métastatique en différents stades (classification TNM). Cette classification
prend en compte la taille de la tumeur (T), I’envahissement ganglionnaire (N) et la

présence de métastases a distance (M).

2- Epidémiologie:

2-1- Epidémiologie descriptive :
Le cancer du sein est presque exclusivement féminin, il est nettement plus fréquent
dans les pays industrialisés que ceux en voie de dével oppement ou sous-dével oppés.
Dans le monde:1,7 million de femmes ont un diagnostic de cancer du sein chaque
année et en 2012, 6,3 millions de femmes vivaient avec un cancer du sein diagnostiqué
au cours des cing années précédentes. Depuis les derniéres estimations (2008),
l'incidence du cancer du sein aaugmenté de plus de 20%, et la mortalité de 14% [1].
Le cancer du sein représente la cause la plus fréquente de déces parcancer chez les
femmes (522 000 déces). Il représente un cancer sur quatre chez les femmes (OMS;
Décembre 2012)(figure 03).
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Figure 3 : Répartition du taux d’incidence standardisé du cancer du sein dansle monde[8].

En Algérie:Le cancer du sein représente le premier cancer de la femme (29,5% des

cancers de lafemme) [9], et la premiere cause de mortalité par cancer chez lafemme.

2-2- Epidémiologie analytique:
Bien que les mécanismes précis de survenue du cancer du sein ne soient pas connus

avec précision, un certain nombre de facteurs de risgue de ce cancer ont été identifiés :
2.2.1. Facteurs hor monaux:

Age précoce de laménarche : il semble que la survenue des premiéres regles avant
I’8ge de 12 ans augmente le risque de cancer du sein .Lamaladie est rare chez les
femmes de moins de 30 ans. Le risque augmente entre 50 et 75 ans (pres des deux
tiers des cancers du sein).[10]

Ménopause tardive : Les femmes qui ont leur ménopause apres 50 ans présentent
un risque accru de cancer du sein, en comparaison avec celles dont les
menstruations cessent précocement. Le risque de cancer du sein augmente
d’environ 3 %, pour chague année supplémentaire, & partir de 1’age présumé de la
meénopause.[11,12]

Parité : Les données épidémiologiques indiquent que le risque de cancer du sein
augmente avec la nulli-parité et I’age tardif de la premiére grossesse. Les femmes
qui ont mené au moins une grossesse a terme avant I’age de 30 ans présentent, en
moyenne, un risque de cancer du sein diminué de 25 % par rapport aux femmes

nullipares. [13]

Allaitement : Le risque de cancer du sein diminue d’environ 4 % tous les 12 mois

d’allaitement. [11]

Contraception hormonale: La méta-analyse d'Oxford, rassemblant 54 grandes

études épidémiologiques, s’accorder sur I’absence d’augmentation du risque de

cancer du sein lors de la prise prolongée de lapilule.
2-2-2 Facteurs génétiques:

Il s’agit d’une maladie génétiquement et cliniguement hétérogene dans
laquelledifférents genes de susceptibilité ainsi que des centaines de mutations ont été
identifiées.Les modifications génétiques associées a cette transformation maligne sont
souvent des mutations qui produisent une augmentation de la fonction du gene

(oncogene) ou une perte de fonction (anti-oncogenes ou suppresseur de tumeur).

5
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Dans 5 & 10% des cas, le cancer du sein présente une composante héréditaire.
Les formes familiales apparaissent souvent a un tres jeune age, ils sont souvent
bilatéraux ou associés a d’autres tumeurs gynécologiques ou digestives, ils sont
tres prolifératifs, peu différenciés et de gradehisto-pronostique élevé. [14]

Les mutations germinales au niveau des genes BReastCAncer (BRCA) 1 et 2
sont responsables de la majorité des cancers du sein héréditaires. Elles sont
transmises selon un mode autosomique dominant avec une forte pénétrance.
[15,16]

D’autres génes de susceptibilité comme le géne c-MYC, le géne P53 et PTEN
sont associés a un risque de cancer du sein plus élevé que celui de la population

générale.

2.2.3 Facteur senvironnementaux, démographiques et sanitaires:

Radiations ionisantes :chez les femmes exposées avant I’age de 40 ans, est
associé a un risque de cancer du sein multiplié par trois, pour une exposition
évaluéea l Gray. [17]

Lésions et maladies du sein: les maladies bénignes du sein constituent un
facteur de risque de cancer du sein. Elles sont histologiquement divisées en
deux groupes : les lésions prolifératives sans atypie multiplient le risque par
deux et les lésions hyperplasiques avec atypie augmentent ce risque d’au moins
quatre fois. [18]

Densité mammographique :Le risque de cancer du sein est multiplié de deux a
six fois chez les femmes qui ont un niveau de densité des tissus mammaires
augmenté en mammographie. [19]

Facteurs liés aux habitudes de vie et nutrition : Certaines éudes ont rapporté

I’influence de I’obésité sur le cancer du sein.[18,20]

Par ailleurs il semble que I’activité physique diminue le risque de cancer du sein. [9]

En ce qui concerne le tabac, les données sont fortement controversé dans certaines
références.[21,22], il serait un facteur de risque alors qu’il y’a un effet protecteur pour
d’autres.Quant a I’alcool, il est le seul facteur de nutritionnel établi comme un facteur

de cause de cancer du sein. [23] (tableau 01).

e
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Tableau 1 : Principaux facteurs de risgue de cancer du sein (Liste non exhaustive).

* niveaux de preuve.Convaincante : il y a suffisamment de preuves pour conclure qu’il

existe une relation causale ; probable/possible : il y a suffisamment de preuves pour

conclure qu’une relation causale est possible voire probable ;insuffisante: le niveau

des preuves reste limité mais suggere I’existence d’une relation*. [14]
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3- Diagnostic:

» Le diagnostic se fait par : L’examen clinique, la mammographie, I’'IRM
(Imagerie par Résonance Magnétique), I’échographie (ultrasons), les
prélévements (aspiration et biopsi€).

» Le diagnostic est confirmé par I’étude histologique

Les différents types histopathol ogiques du cancer du sein sont. [24]

» Carcinome canalaire infiltrant : est le type le plus commun de cancer du sein
qui représente 80% de toutes les tumeurs malignes. Le cancer commence dans
les canaux galactophores du sein et se propage dans les tissus environnants. Il
peut se propager a travers le systeme lymphatique ou la circulation sanguine
vers d'autres parties de votre corps.

» Carcinome lobulaire infiltrant : C’est un carcinome invasif représentant 5 a
15 % des cancers. Les cellules sont non cohésives, de petite taille, a noyau rond
a chromatine fine, et a cytoplasme abondant. Ces cellules sont isolées ou
organisées en « files indiennes », dans un stroma fibreux. Les mitoses sont le
plus souvent rares.

» Carcinome tubulaire: C’est une entité rare qui représente moins de 2% des
cancers du sein .C’est un type spécial de carcinomes mammaires, qui se
caractérise par un pronostic favorable. Il est composé de structures tubulaires
bien différenciées, tapissées par une seule couche de cellules épithéliales.

» Cancer médullaire: Le carcinome meédullaire représente de 1 a 7 % des
cancers du sein. C’est un carcinome bien circonscrit, composé de cellules peu
différenciées disposées en nappes, sans aucune structure glandulaire, un stroma
peu abondant et un important infiltrat lymphoplasmocytaire.

» Carcinome mucineux : C’est une entité histologique rare, constituant 2 % de
tous les cancers du sein. Le carcinome colloide du sein appelé aussi mucineux
ou géatineux est défini comme un carcinome contenant de larges quantités de
mucus extracellulaire dans lesquelles sont disposées des amas de cellules
carcinomateuses.

» Carcinome adénoide kystique ou cylindrome: C’est un carcinome trés rare
dont I’aspect histologique est comparable aux tumeurs de méme type des

)
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glandes salivaires. Il se distingue généralement par I’association d’un
contingent de cellules basal oides et un contingent de cellules épithéliales.

» Carcinome inflammatoire: C’est une forme particuliere de carcinome
mammaire avec une présentation cliniqgue secondaire a une obstruction
lymphatique a partir d’un carcinome infiltrant sous-jacent. La majorité des cas
présente une infiltration lymphatique dermique proéminente par la tumeur. Le
carcinome inflammatoire est une forme des carcinomes mammaires avances.
L’invasion lymphatique dermique sans I’image clinique caractéristique est
insuffisante pour poser le diagnostic.

» Carcinome papillaire: Il peut étre remarquablement différencié et difficile a
distinguer de I’adénome papillaire qui est souvent pluri centrique. Cependant
dans ce carcinome, les arborisations conjonctives ont disparu et les cellules
neoplasiques se disposent en amas pleins ; de plus le stroma est inflammatoire.
Le carcinome papillaire est en général sous mamelonnaire et s’accompagne
souvent d’écoulement hémorragique par le mamelon.

» Carcinome micro papillaire: C’est une entité histologique particuliére,
Variante récemment décrite, rare (2% des tumeurs du sein) et agressive, avec
un risque élevé d’atteinte ganglionnaire axillaire.

» Carcinome canalaire in situ (intra-canalaire) : L’OMS définit le CCIS
comme une |ésion intra-canalaire caractérisée par une prolifération cellulaire
accrue, des atypies cellulaires légéres a marquées et une tendance inhérente
mais non obligatoire vers un carcinome mammaire infiltrant. La classification
des CCIS est actuellement principalement basée sur le grade nucléaire, la
présence de nécrose, et |e type architectural.

» Carcinome lobulaire in situ: Le CLIS est une Iésion rare (1 a 3,8 % des
cancers du sein), il est retrouvé dans 0,5 a 4 % des biopsies réalisees pour
Iésions bénignes. C’est une prolifération épithéliale développée a partir de
I'épithélium des lobules. Les aciniapparaissent comblés et distendus par des

petites cellules rondes monotones et non cohésives.
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4- Classification:

La classification TNM (Tumor-Node-Metastasis) de I’UICC (union internationale
de lutte contre le cancer) 2003.[25](Voir annexe 1).
Elle s’applique uniquement aux carcinomes. En cas de tumeurs multiples dans le méme
sein, c’est la tumeur ayant la classification (T) la plus importante qui sera retenue. Les
cancers bilatéraux simultanés seront codifiés separément pour permettre une

codification par type histologique.

5-Traitement :
Le traitement du cancer du sein dépend du stade de la maladie, il repose sur la
chirurgie, la radiothérapie, la chimiothérapie, I’hormonothérapie et la thérapie ciblée.
Le cancer du sein est une maladie générale qui doit bénéficier d’un traitement

locorégional, et d’un traitement systémique (général).

5.1. Traitement loco-r égional : Repose sur :
5.1.1. Lachirurgie

L’exérése chirurgicale dépend du stade et du potentiel évolutif de la tumeur. Le
traitement conservateur est indiqué dans les stades précoces de la maladie, cependant le
traitement radical (ablation de la totalité de la glande mammaire) est I’apanage des
formes |ocalement avancées.
5.1.2. Laradiothérapie:
La radiothérapie est un traitement locorégional utilisant des rayons ciblés pour détruire
les cellules tumorales et ce en lésant leurs chromosomes ce qui blogue leur division et
induit lamort cellulaire. Elle peut étre :
Curative apres la chirurgie et 1a chimiothérapie pour les stades précoces
Palliative, a visée antalgique, ou décompréssive en cas des métastases 0sseuses

ou cérébrales.

5.2. Traitement systémique:
5.2.1. Lachimiothérapie:

Le cancer du sein est I’un des cancers les plus chimio-sensibles. [26]
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La chimiothérapie peut étre utilisée avant la chirurgie (néo-adjuvante) pour réduire la
taille de la tumeur et permettre ainsi un traitement chirurgical conservateur, apres la
chirurgie (adjuvante) et en situation métastasique.

5. 2. 2. Hormonothérapie:

L’hormonothérapie est indiquée pour les tumeurs a récepteurs hormonaux positifs. Le
but de I’hormonothérapie est de priver les cellules tumorales de cette influence
hormonale inhibant ainsi la prolifération tumorale et/ou entrainant la mort des cellules
cancéreuses.

5.2.3. Lathérapieciblée:

L amplification du géne et donc de la surexpression du récepteur de facteur de
croissance HER2 dans certains cancers du sein a conduit au développement d’un

traitement ciblé.

|
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1-LegenedelaMTHFR :

Le gene de la MTHFR est localisé sur le bras court (p) du chromosome 1 en
position36.3. Plus précisement le gene est localisé dans la région des paires de
bases11.769.246 jusqu'a 11.788.568 du chromosome 1. [27](figur e 6)
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Figure 4 : Localisation cytogénétique du géne delaMTHFR.
(US Nationa library of medicine)

L’ADNCc de ce gene fait approximativement 2.2 kilo base de longueur et est constitué
de 13 exons rangeés selon leur taille de 103 paires de bases jusgu'a 432 paires de bases.
[28,29]. Les tailles des introns sont rangées de 250 paires de bases jusgu'a 1.5 kilo
base avec une exception d’un intron de 4.2 kilo base. [29]. Le promoteur du géene ne
contient pas de TATA box, mais contient desilots CpG.

2-L’enzyme MTHFR :

La 510- Méthylene tétrahydrofolate réductase, MTHFR est une enzyme
importante qui catalyse, de fagon irréversible la conversion du 5,10-méthyléne
tétrahydrofolate en 5- méthylénetétrahydrofolate, un substrat clé donneur de folate et
de carbone pour la reméthylation de I’nomocystéine en méthionine .Cette enzyme est
codée par le géne MTHFR localisé sur le bras court du chromosome 1 dans la région
1p36.3.Plus précisément, il se trouve a partir de la paire de base 11.845.786 a
11.866.159, compose de 12 exons de 102 & 432 paires de bases. Il a é&té cloné en 1998.
[30]
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3- Les polymor phismes du gene MTHFR :

Il existe deux polymorphismes courants et bien décrits du gene MTHFR, il s’agit
du polymorphisme C677T et C1298A responsables de la synthése d’une forme
thermolabile de la protéine MTHFR. Le variant génétique C677T est associé a des
maladies cardiovasculaires, a des anomalies de la coagulation et a des malformations
congeénitales. [29,31]

Plusieurs autres mutations rares ont été associées a une déficience severe de I’enzyme
MTHFR .[32,33]. Ces derniers polymorphismes sont moins courants que les deux

premiers et leur r6le n’est pas encore bien élucidé. [30,34]

3-1-L e polymor phisme C677T
En 1988 Kang et a ont identifié un variant thermolabile du géne MTHFR corrél é avec
des concentrations modérément élevées de I’homocystéine. [35]
En 1995 Frost et a ont démontré que ce variant est d a la mutation C677T du géene
MTHFR. [36].qui correspond a une conversion d’une cytosine en une thymine au
niveau de I’exon 4 du géne MTHFR, transmise de fagcon autosomigue récessive
[28,34,33,35]. Cette mutation se traduit par une substitution d’une alanine en une
valine en position 222 de la protéine MTHFR et se situe dans le domaine catalytique
de I’enzyme au niveau du site de liaison avec le cofacteur FlavineAdénine Di-
nucléotide (FAD).[33]
La protéine résultante de ce polymorphisme présente une activité enzymatique réduite
a37°C et plus, pour celala protéine est souvent appelée thermolabile. In vitro il a é&é
démontré que la mutation C677T réduit I’activité enzymatique de la protéine MTHFR
jusgu’a 70% chez les individus homozygotes (TT) et 40% chez les individus
hétérozygotes (CT). [33]

3-2-Le polymorphisme A1298C :
Il s’agit d’une mutation dans I’exon 7 résultant en un glutamate au lieu d’une alanine,
au niveau du codon 429 (E429A) de la protéine MTHFR et se produisant dans le

domaine regulateur de I’enzyme pour la S-Adénosyl-méthionine. Fonctionnellement,
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la protéine résultante est caractérisée par une diminution modérée de son activité
enzymatique (60%).

Contrairement aux individus avec la mutation C677T, les homozygotes et les
hétérozygotes pour A1298C ne présentent pas des concentrations élevées en
homocystéine, ni des concentrations basses en folates. L association des deux variant
génétiques C677T et A1298C chez les mémes sujets présente un profil similaire a
celui présent chez les homozygotes C677T avec éévation des concentrations
d’homocystéine et une diminution des concentrations en folates. [28,31]

La présence simultanée des deux variants génétiques, le C677T et C1298A, est
associée a des maladies cardiovasculaires, a des anomalies de la coagulation et a des
malformations congénital es.[29,34]

La fréquence de I’alléle C est de (0.17 a 0.19) dans les populations asiatiques, de
(0.27 a2 0.36) dans I’Europe de I’ouest et 0.44 pour la population indienne. [37]

Des études menées au canada et a la nouvelle Zélande ont trouvés que la fréquence
des homozygotes A1298C est approximativement égale a 9%. [38,39]

La prévalence de la coexistence des deux polymorphismes C677T et A1298C est de
15% au Canada et est approximativement 20% en Hollande et 17% aux USA. [28]

3-3-Autres polymor phismes du gene MTHFR :

Un defaut d’activité de la protéine 5,10 MTHFR avec une activité résiduelle est di a
plusieurs autres polymorphismes, la majorité d’entre eux sont découverts chez
seulement une ou deux familles, il s’agit des polymorphismes T1317C, G1793A,
T1081C, A983G, G1027T, T1084C et T1711C. Certains de ces polymorphismes ont
été decrits en association avec le polymorphisme C677T et ceci diminue I’activité
enzymatique de la protéine MTHFR de facon remarquable, alors que d’autres
n’altérent pas la séquence des acides aminés et leur role n’est pas bien décrit.[31,32,
40,41]
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4-L e polymorphismedelaMTHFR et cancer :

La méa-anayse de Brattstrom et al.[42]a démontré que le génotype TT, en
entrainant une nette diminution de l'activité enzymatique de la MTHFR, est
responsable d'une hyper-homocysteinemie, d'autant plus importante que la carence en
folates éventuellement associée est marquée. Cette hyper-homocystéinémie,a l'origine
d'une réduction de la quantité de SAM disponible pour les réactions de méthylation
entraine une hypométhylation globale de 'ADN.

Lerisgue de mutation est lié a2 éléments clés : 1a disponibilité du THF (en particulier
de 5,|0 -méthylene-TFH), et le taux de SAM. En cas de mutation de laMTHFR et de
carence nutritionnelle, ces 2 mécanismes sont atérés. La méthionine synthase est
inhibée et diminue le taux de SAM qui n'a plus son rdle de rétrocontrdle négatif sur la
MTHFR. Le taux de 5,10-méthylene-THF diminue aussi pour augmenter le pool
inexploité de 5-méthyl-THF ce qui retentit sur la TS. Par contre, lorsgue la mutation
est présente mais qu'il n'y a pas de carence associee, le taux de SAM est assuré malgré
la diminution de I'activité de MTHFR. Celle-ci assure aors un rétrocontréle négatif
sur I'enzyme, ce qui assure une disponibilité suffisante de 5,|0-méthyléne THF pour la
TS
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Il s’agit d’une étude transversale de type cas témoins ; qui a duré trois mois, et a porté
sur deux types de populations : une population de 10 témoins( femmes) présumées

saines et une population de 10 patientes atteintes d’un cancer du sein.

Objectif de I’étude :

L’objectif de notre travail est d’étudier la relation entre la MTHFR et le risque de

survenue d’un cancer du sein dans I’est Algérien.
1-Population et méthode :

1-1 Population
. Recrutement des Sujets :

- les patientes ont été admises au service d’oncologie médicale du centre
anticancéreux de Constantine

- Les témoins. population générale de référence, femmes saines (présumés en bonne
santé) habitants a Constantine durant I’étude dont I’age était compris entre 20 ans
et 70 ans

Des critéres d’inclusions et d’exclusion ont été établis pour les patientes et pour la

populationtémoins.
» Critéres d’inclusion :
- lestémoins

=  Femmes saines résidents a Constantine
= Age> 18 ans et moins de 70 ans.

= Sans antécédents de cancer
- les patientes

= Patientes atteintes d’un cancer du sein prouvé histologiquement.

= Age> 18 anset moinsde 70 ans.

= Bon état général (statut de performance PS < 2) selon I’échelle de L’OMS.
(Annexe 2)

o
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= Consentement éclairé.( annexe 3)

» Criteresdenoninclusion :
- lestémoins

= Sujet présentant des antécédents personnels ou familiaux d’une maladie

néoplasique quel que soit lalocalisation.

1-2-M éthode:

1-2-1-Le préévement sanguin: premiére éape de notre étude mais ces

prélévements doivent respecter |es critéres suivants :

v' Le prélévement se fait sur les patientes qui rependent aux critéres
d’inclusions de notre étude.

v' L’accord de la patiente et I’obtention de son consentement sont
obligatoires.

v Le prélevement est rédisé dans un tube EDTA (Ethylen-
Diamine Tetra-acéticAcid). Il s’agit de 6 a 8 ml du sang.

v' Les tubes sont conservés a une température de 4°C jusqu’au moment

des manipulations.
1-2-2 La manipulation sur le sang total (extraction d’ADN):

Les techniques d’extraction des acides nucléiques relativement simples, permettent
d’obtenir un ADN de pureté élevée et de quantité importante.

L’ADN de chaque sujet a été extrait a partir des leucocytes du sang périphérique
recueillis dans un tube EDTA, suivant latechnique 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 I’éthanol. L’ADN est solubilisé en phase aqueuse. (Annexed)
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1-2-3 LegénotypagedelaMTHFR :
Pour la mise en évidence du génotype du polymorphisme C677T dela MTHFR, nous
avons utilisé la technique PCR/RFLP qui consiste a la rédisation des étapes
suivantes :
Amplification par PCR (polymérase chaine réaction).
Une migration éléctrophorétique 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 Hinfl.
Une migration électro-phorétique sur gel I’agarose pour la révélation du
résultat de digestion (génotypage C677T)
1-2-3-1-L’amplification par PCR :
la PCR est une méthode de biologie moléculaire permettant d’amplifier des séquences
d’ADN ciblesen plusieurs millions d’exemplaires. cadrent. Un cycle d’amplification
est composeé de trois étapes : dénaturation, hybridation et éongation.

Tableau 2: Préparation du milieu réactionnel dela PCR.

Mix de PCR Concentrationsfinales Quantités l
Tampon 10X 1X S5ul

Mix dedNTP 2.5Mm 0.25 5ul

Mg Cl, 25 mM 2Mm 3ul
Oligo F 100puM 0.4 uM 0.2 pl
Oligo R 100uM 0.4 uM 0.2 ul

Tag polymérase 5U/uL | 0.04 u/pl 0.4 ul
Total du volume gsp - 50 ul

-le fournisseur du Kit de laTaqg utilisé était de Biomatik.

» Lesoligonucléotides:

Sens: 5" TGA AGG AGA AGG TGT CTG CGG GA 3’
Anti-sens: 5° AGG ACG GTG CGG TGAGAG TG 3’

=
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Apres la préparation du mix de la PCR,nous avons pris 50ul de ce
mélange avec 2ul d’ADN pour chaque réaction. Ensuite le
déroulement des cycles de la PCR a été assuré par le thermocycleur et les
conditions d’amplification étaient comme suit :
0 Dénaturation initiale : 95°C pendant 5 minutes.
o0 30cyclesde PCR : chaque cycle comprend 3 étapes :
- Dénaturation a 95°C pendant 30 secondes
-Hybridation & 65°C pendant 30secondes
-Elongation a 72°C pendant 40secondes.
o L’élongation finale : 72°C pendant 10 minutes.
0
1-2-3-2-le controdle des produits PCR :
Le contréle de la PCR a été effectué parél ectrophorése sur un gel d’agarose 2%

Tableau 3 :Préparation du gel d’agarose 2%o:

Composition du gel d’agarose 2% | Quantité
Agarose 29

TBE (1x) 100 ml
BET (bromure d’éthidium) 10

Dépots des échantillons::
- 10 pl du produit de la PCR
- 2l Tampon de charge .

Le gel est déposé sur une plague d’une cuve horizontale,dans chague puits du gel,
nous déposons 10 pl de produit d’amplification en présence de 2ulde Tampon de
charge qui est composé de: Bleu de Bromophénol c’est pour voir le fond de la
migration, et le glycérol c’est pour alourdir I’ADN et le faire tomber au fond du puit
.qui permet de densifier la totalité de I’échantillon de I’ADN au fond des puits et de
suivre par lasuite le fond de migration.

Parallélement un échantillon sans ADN (blanc) est inclus dans la série a amplifier et
sert de contréle négatif. Le dépbt se fait de coté cathode (-). L’ADN étant chargé
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négativement, il migre du (-) versle (+). Le systeme est aprés soumis a une migration
aun courant de 100 volts pendant une trentaine de minutes.

Aprés la migration, le gd est soumis au rayon UV, ou le BET s’intercale entre les
bases nucléques de I’ADN et émet une coloration rouge. Le gel est photographiable
et permet de visualiser les fragments amplifiés sous forme de bandes fluorescentes de
méme taille. Dans notre PCR les bandes sont de 198 paires de base. Ce contrble
permet aussi de vérifier si une éventuelle contamination de I’ADN est survenue au

cours de la PCR gréce au puits contenant le blanc.

Photographie 01 : le contrdle de produit PCR
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1-2-3-3-Ladigestion des produits :

L’enzyme Hinfl reconnait le site de restriction suivant :

5’...GANTC...3’

3’...CTNAG...5’

Les produits de la PCR sont soumis a une digestion enzymatique par I’enzyme de
restriction Hinfl. Pour cela on a préparé un mélange réactionnel de digestion de

I’enzyme Hinfl

Le milieu de digestion contiens le tampon, I’enzyme de restriction Hinfl et la BSA(
BovineSerum Albumine). Cette derniére est utilisée pour stabiliser certaines enzymes
lors de la digestion de I’ADN et pour empécher I’adhésion de I’enzyme aux tubes de

réaction.

Tableau 4 : préparation du milieu de digestion par |'enzyme Hinfl

Milieu de digestion Concentrationsfinals Quantitéen pl
Tampon 10X 1X 4 ul

Hinfl 10 u/pl 0.25 u/pul 1ul

BSA 10 mg/ml 40ul 0.2 ul

Produit de PCR - 30 pl

Qsp - 40 pl

-30 pl du produit digéré ont été déposés par puits d’un gel de 3 %. L’électrophorese a

été effectuée sous un courant de 100volts pendant 1heure 30 minutes.
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1-2-3-4- Larévéation du résultat dela digestion :

Les fragments d’ADN digerés par I’enzyme de restriction ont été séparés par
électrophorése sur un gel d’agarose a 3% .Les fragments d’ADN sont visualisés gréce

alaprésence de BET dansle gdl qui est fluorescent aux UV.

Elle se fait exactement dans les mémes conditions et la méme fagon que
I’électrophorese effectuée pour le contrdle de la PCR mais pendant une heure et demi

adeux heures de temps.

Lors de la visualisation du gel aux UV deux bandes distinguables figurent pour
chaque puits. Cela est di a la digestion qui a induit I’apparition des petits fragments et

des grands fragments.
-Profil RFL P obtenus:

A ce moment il est possible de définir le génotype de chagque patiente: CC, CT,

TT et celaon se basant sur |es informations suivantes :

» C677C MTHFR sauvage => fragment de 198 paires de bases
» C677T MTHFR muté => fragment de 175 paires de bases (di a un clivage par

I’enzyme)
Les différents génotypes du C677T MTHFR sauvage et mutés sont comme suit :

s Homozygote sauvage (CC677) => une seule bande de 198pb
+ Homozygote muté (677T T) => une seule bande de 198pb. 175pb et 23pb
%+ Hétérozygote (C677T) => deux bandes de 175 et 23 Pb

PS: Lors de la digestion par Hinf I, la bande de 23pb n’est pas visible sur le gel
d’agarose a cause de sa petite taille et ainsi nous ne visionnons que la bande de
175pb.
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198pb

CCCC CT CC CT CC

Photographie 02 : Le profil deladigestion par Hinfl.
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2-Analyse statistique :

L es résultats statistiques de tous les échantillons obtenus ainsi que tous les paramétres

considérés ont ététraités par lelogiciel SPSS.

2-1-Calcul de I’odds ratio (OR) :

Pour calculer I’odds ratio nous avons établi un tableau de contingence :
Il est présenté sous forme de tableau croisé 2x2. Le statut malade/non malade des

sujets de I’étude est présenté en colonne et le caractére exposé/non exposé en ligne.

Cancéreux Témoins
Exposes a B
Non exposés c D

L’intensité de I’association entre le polymorphisme est calculée comme suit :
OR=ad/bxc

L’OR represente une mesure d’association epidémiologique entre un facteur et une
maladie, en particulier lorsque la maladie est rare parmi la population (prévalence <
5%).

2-2-Choix dela" p value":

Le seuil critique a priori est de 0.05 (risque) .Si la valeur de p calculée a posteriori est
inférieure a ce seuil, la différence entre les parameétres est déclarée statistiquement
significative pour apparemment arbitraire est nécessaire pour I'nomogénéité de la
présentation des résultats.

L'usage a retenu de maniere consensuelle I'ensemble des seuils (0.05, 0.01, 0.001) qui

représentent des risgues rai sonnables pour prendre une décision.

&
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Notre étude a porté sur 20 sujets dont 10 patientes atteintes d’un cancer dusein prouvé
histologiquement et prises en charge au niveau du service d’oncologie médicale et 10

témoinsprésumeés sains. Cetravail a été réalisé pendant une période de 3 mois.
1. Parametres épidémiologique
1.1. Caractéristiques épidémiologiques descriptives

1.1.1- L’age

Dans notre travail la moyenne d’age de notre population était de 47.84+64.61, celle
de patientes était de 54.8+15.67 ans avec des extrémes de 30-90 ans (tableau 5) alors
que celle des cas témoins était de 36,1+12.16avec des extrémes de 23 -59 ans. Ce qui
correspond a I’age au diagnostic dans les différents registres des différents pays
occidentaux. [43,44]

Cependant cette médiane d’age de nos patientes était supérieure a celle retrouvées
dans les registres d’Alger, Sétif et Oran. [44,45]

Dans 30% des cas, le cancer s’est manifestés a un age relativement jeune < 50 ans,
alors que dans les pays occidentaux seulement 10% des cancers surviennent avant
45ans.[46]

Tableau5: Répartition de la population(patientes, témoins) selon I’age

Tranches Patientes % Témoins %
d’age

20-30 1 10 5 50
31-40 0 0 2 20
41-50 2 20 1 10
51-60 4 40 2 20
61-70 1 10 0 0
71-80 1 10 0 0
81-90 1 10 0 0
Total 10 100 10 100
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Figure5 :la répartition des patientes selon I’age.

Dans notre étude la maladie a été plus marquée dans la tranche d’age 51- 60 ans avec
un taux de 40%.Selon le registre de Sétif (2000 /2008) ; Hamdi Cherif M et al ont
montés que I’incidence la plus élevée était observée chez les femmes dans la tranche
d’age 50-54 avec un taux de 40,1% pour 105 femmes. [ref].

D’apres ces résultats, le risque du cancer du sein a été plus marqué chez les femmes
agées entre 51 et 60 ans.

1.2. Caractéristiques épidémiologiques analytique

[.2.1. Age ala ménarche

L’age moyen a la ménarche était de 13.7 £ 0.51 ans pour nos patientes avec des
extrémes de 11-16 ans. Celui des témoins était de 14,6+ 1.61ans avec des extrémes de
12-16 ans. 5 patientes (50%)ont eu une ménarche précoce de < (12 ans).La ménarchie
précoce augmente | e risque de survenue d’un cancer du sein [47,48]

1.2.2. Parité

Six des patientes (60%) ont eu plus de 3 enfants, alors que dans la population des
sujets sains, 3 femmes (30%) ont eu plus de 3 enfants.
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Tableau 6 : répartition dela population (Patientes et témoins) selon la parité.

Nombre d’enfant Patientes Témoins
>3 6 3
<3 4 7

Une multiparité > 5 grossesses a été retrouvée chez 5 patientes 50% des cas.

Les données épidémiologiques indiquent que le risque de cancer du sein augmente
avec la multiparité et I’age tardif de la premiére grossesse. Les femmes qui ont mené
au moins une grossesse a terme avant I’age de 30 ans présentent, en moyenne, un
risque de cancer du sein diminué de 25 % par rapport aux femmes nullipares.[12]
1.2.3. Antécédents familiaux

Des antécédents familiaux de cancer du sein au premier degré ont été retrouvés dans
40% des cas (tableau 4). Ces données ne rejoignent pas ceux de la littérature ou la

fréguence du cancer du sein familial est de 5-10%.[49]

Tableau 7 : Répartition des patientes selon les antécédents de cancer

L ocalisation N %
CANCER SU SEIN 4 40
AUTRES CANCERS 0 00
RIEN A SIGNIFIER 6 60
TOTAL 10 100
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Figure 6 : larépartition des patientes selon les antécédents de cancer

|.2.4. Activité génitale
La ménopause tardive (> 50 ans) facteur promoteur de cancer du sein, a été retrouvée
chez 70% de nos patientes. [50]

2. Parametres cliniques

2.1. Circonstance de découverte
La maladie a été découverte grace a I’autopalpation d’un nodule chez 9 patientes

(90% des cas). Ces données rejoignent ceux de lalittérature. [51]

2.2. Ledéai detraitement

Le délai moyen de traitement entre la découverte du nodule et la consultation était
10+7.4 mois.Selon la littérature plus le délai entre la découverte de la maladie et le
traitement est long (au dela de quatre semaines perte du bénéfice attendu). [52] ,plusil
y aun impact négatif sur lesrécidives et le déces.
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2. 3. Lesiegedelatumeur primitive

La tumeur siégeait au niveau du sein dans 50% des cas. Dans les données de la

littérature la maladie prédomine au niveau du sein gauche. [53,54]

ESD BSG

Figure 7 : Répartition selon lalocalisation de la tumeur

2.4. Laclassfication TNM

Il existe une corrélation entre la taille tumorale et I’envahissement ganglionnaire.
Dans notre travail lataille de la tumeur éait de plus de 2cm chez 6 patientes (60%).

On n’a pas noté une dissémination métastatique a distance chez nos patientes. [55]
3. Lesfacteurs anatomopathologiques

3.1. Letype histologique

Le type histologique prédominant a été représenté par le carcinome canaaire infiltrant
chez 7 patientes (70% des cas). Ces résultats rejoignent ceux de lalittérature.[56,57]

3.2 Legrade histologique
On note la prédominance du grade Il chez 7 patientes (70%) des cas et le grade 111

chez 3 patientes (30%). qui sont corrélés a un risque de rechute et de décés a 10 ans

plus important que pour le grade |. [58]
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4 Répartition des fréguences génotypiques dans les deux

groupes

Tableau 8 : fréquence génotypique du polymor phisme C677T delaMTHFR

Témoins Cancéreux
N | % N | %

CC |5 |50% [[CC |4 |40%

CT |5 |50% |[[CT |O06|60%

TT |00|00% |[TT |00 | 00%

Total | 10 | 100% | Total | 17 | 100%
70%
60%
50%
40%

m Cancéreux
30% u témoins
20%
10%
0% ; ; .
cc cT T

Figure 8 :Répartition des fréquences génotypiques dans la population des Témoins et

des Cancéreux.

-le génotype Homozygote sauvage CC présente la méme fréguence que le génotype

Hétérozygote CT chez les témoins (50%)
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-alors gque chez les cancéreux |e génotype Hétérozygote CT présente une frégquence de
60% et |e génotype Homozygote sauvage CC présente une proportion de 40%.

- le Génotype TT présente une fréquence de 0% dans les deux populations, c’est ce

qui suggere, la non corrélation entre ce génotype et le cancer du sein.

5.Répartition des fréquences allédigues dans les deux

groupes

Tableau9:Fréguences alléliques de laM THFR dans la popul ation malade et témoins

Témoins | Cancéreux
N | % N | %

C 15| 75% | 14 | 70%
T 5 |25% |6 |30%
Total | 20 | 100% | 20 | 100%

80%

70%

60%

50%

40% H Cancéreux

m témoins
30%

20%

10%

0%

Alléle C Allele T

Figur e9: Répartition des fréquences alléliques dans la population des Témoins et des
Cancéreux.
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En ce qui concerne les fréquences alléliques on remarque gue les la fréquencede

I’alléle C est plus élevée que celle de I’allelesT dans les deux populations.

L’allele C est présent avec une proportion de 70% chez les cancéreux et il est de 75%
chez les témoins, cependant I’allele T présente une fréquence de 30% chez les
cancéreux et une fréguence de 25% chez les témoins, ceci pourrait indiquer la non
implication de I’allele T dans I’apparition d’un cancer du sein.Cependant notre
échantillon est de taille trop petite pour permettre de tirer des conclusions

6.Calcule des Odds Ratio des sujets malades ayant un alléle

T par rapport aux témoins ayant un génotype CC :

Oddsratio P-Value
TT vsCC - Ns
TT+CT vsCC 15 Ns

Limites de confiance a95%

Apreés les calcules des Odds Ratio et du P-Value la comparaison des génotypes CC
et CT a montrée qu’il n’y a pas une association significative entre le génotype CT du

polymorphisme C677T du gene delaMTHFR et le risque de cancer du sein.

Cela est confirmé par la comparaison de I’alléle sauvage C avec I’allele muté T avec
un OR=00 et P value=00,ceci serait en faveurdel’hypothése de I’effet protecteur du
génotype Homozygote TT.

Les résultats de notre éude suggerent qu’il n’existe pas d’association significative
entre le polymorphisme C677T du gene de la MTHFR et I’apparition du cancer du

san.

Nos résultats concordent avec ceux trouvés dans quelques recherches effectuées
dans le méme contexte, comme I’étude menée par Christina Justen hoven et Al,
portant sur une population Allemande, leurs résultats ont indiqués qu’il n’y a pas une
relation entre le polymorphisme C677T et lasurvenue d’un cancer du sein. [59]
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En 2004 Wei-Yu Lin et al ont montrés qu’il y a une absence d’association entre le
polymorphisme C677T et le risque de cancer du sein. [60]

D’un autre coté I’étude cas-témoin effectuée par Diakite B1 et a entre 2009 et 2010
sur une population marocaine a montré gque le polymorphisme C677T a une relation
dans I’apparition de cancer du sein. [61]

-Une autre étude menée par HongjielLiang et a portant sur la population chinoise a
démontrée que la présence de la mutation de la MTHFR, chez des patients, est lié a
un risque hautement significatif, de la survenue d’un cancer du sein. [62]

Ces résultats contradictoires pourraient s’expliquer par I’influence du régime
alimentaire, lorsque la mutation est présente mais qu'il n'y a pas de carence associee,

le tauxde SAM est assuré malgré ladiminution de I'activité de MTHFR. Celle-ci
assure aors unrétrocontrole négatif sur I'enzyme, ce qui assure une disponibilité

suffisante de 5,I-méthyleneTHF pour 1aTS.

*






CONCLUSION

Lecancer du sein est latumeur maligne la plus fréquente de la femme dans le monde, le
cancer est considéré, depuis I'identification des oncogenes et des genes suppresseurs de
tumeur, comme une maladie des genes. |l apparait donc, important d'identifier au
travers des altérations moléculaires constitutionnelles et acquises des génes impliqués,
des marqueurs diagnostiques et pronostiques permettant de mieux comprendre cette
pathologie pour une meilleure prise en charge thérapeutique.

Dans ce contexte nous nous somme intéressées au polymor phisme C677T dela MTHFR
dans la prédisposition généigque aux cancers du sein. L'identification des
polymor phismes du géene de laM THFR, de la méthionine synthase, et d'autres enzymes
impliqués dans le cycle des folates pourrait apporter des ééments de compréhension de
lacar cinogenese.

D'apreés notre étude, une relation entre le polymor phisme dugéne de la MTHFR et le
cancer du sein semble hypothétique. Seule une éude de cohorte avec un suiviprospectif

permettrait d'établir unerelation entre génotype et cancer ..

Per spectives

Il serait intéressant de continuer cetravail préliminaire par une analyse moléculaire sur
une population plus grande et d’intégrer I’étude d’autre gene de susceptibilité,afin
décrypter les mécanismes de la cancérogenése, d’établir les corréations génotype-

phénotype, et également d'identifier les sujets a haut risque dansles familles.

0



ANNEXE 1:

CLASSIFICATION TNM DU CANCER DU SEIN, 6E EDITION, 2002,

ET STADE UICC
Le systeme TNM distingue | e stade clinique pré-thérapeutique noté

« CTNM » et |e stade anatomopathol ogique postchirurgical noté« pTNM ».

Tumeur PrimaireT

Tx: latumeur primitive ne peut pas étre évaluée

TO: la tumeur primitive n’est pas palpable

Tis: carcinomein situ

Tis[DCIS) : carcinome canaairein situ

Tis[CLIS) : carcinome lobulairein situ

Tis [Paget) : maladie de Paget du mamelon sans tumeursous-jacente

NB : la maladie de Paget associée a une tumeur estclassée en fonction de la talle de la
tumeur

T1: tumeur _ 2 cm dans saplus grande dimension

T1mic: micro-invasion _ 1 mm dans saplus grande dimension

Tla: 1 mm <tumeur _5 mm dans sa plus grandedimension

T1b:5mm <tumeur _ 1 cm dans saplus grandedimension

T1c:1lcm<tumeur _ 2 cm dans saplus grandedimension

T2:2cm<tumeur 5 cm dans saplus grande dimension

T3 : tumeur > 5 cm dans sa plus grande dimension

T4 : tumeur, quelle que soit sataille, avec une extension directe soit alaparoi thoracique [a),
soit alapeau [b)

T4a: extension ala paroi thoracique en excluant le muscle pectoral

T4b : oedeme [y compris peau d’orange) ou ulcération de la peau du sein, ou nodules de
perméation situés sur la peau du méme sein

T4c: T4a+ T4b

T4d : cancer inflammatoire
Ganglions lymphatiquesrégionaux pN
Nx: I’envahissement des ganglions lymphatiques régionaux ne peut pas étre évalué [par

exemple d§a enlevés chirurgicdement ou non disponibles pour I’analyse

anatomopathologique du fait de I’absence d’évidement)



NO : absence d’envahissement ganglionnaire régional histologique et absence d’examen
complémentaire alarecherche de cellules tumoral es isol ées

NOQ[i-) : absence d’envahissement ganglionnaire régional histologique, étude
immunohistochimique négative [IHC) O[i+) : absence d’envahissement ganglionnaire
régiona histologique, IHC positive, avec des amas cellulaires _ 0,2mm [considéré comme
sans métastase ganglionnaire)

NO[mol-) : absence d’envahissement ganglionnaire régional histologique, biologie

mol éculaire négative [RTPCR: reverse transcriptase polymerasechainreaction)

NO[mol+) : absence d’envahissement ganglionnaire régional histologique, biologie
moléculaire positive [RTPCR)

N1mi : micrométastases> 0,2 mmet _ 2 mm

N1 : envahissement de 1 a 3 ganglions axillaires ou/et envahissement des ganglions de la
CMI détecté sur ganglion sentinelle sans signe clinique

Nla: envahissement de 1 a 3 ganglions axillaires

N1b : envahissement des ganglions de la CMI détecté sur ganglion sentinelle sans signe
clinique

N1c : envahissement de 1 a 3 ganglions axillaires et envahissement des ganglions de la CMI
détecte sur ganglion sentinelle sans signe clinique [pN1a+ pN1b)

N2 : envahissement de 4 a9 ganglions axillaires ou envahissement des ganglions mammaires
internes homolatéraux suspects, en I’absence d’envahissement ganglionnaire axillaire

N2a: envahissement de 4 a 9 ganglions axillaires avec au moins un amas cellulaire >2 mm
N2b : envahissement des ganglions mammaires internes homolatéraux suspects, en I’absence
d’envahissement ganglionnaire axillaire

N3 : envahissement d’au moins 10 ganglions axillaires ou envahissement des ganglions
sousclaviculaires

[niveau |11 axillaire) ou envahissement des ganglions mammaires internes

homolatéraux suspects avec envahissement ganglionnaire axillaire ou envahissement de
plusde 3 ganglions axillaires et envahissement des ganglions de la CM1 détecté sur ganglion
sentinelle sans signe clinique ou envahissement des ganglions sus-claviculaires
homol atéraux

N3a : envahissement d’au moins 10 ganglions axillaires [avec au moins un amas cellulaire
>2 mm) ou envahissement des ganglions sous-claviculaires

N3b : envahissement des ganglions mammaires internes homolatéraux suspects avec



envahissement ganglionnaire axillaire ou envahissement de plus de 3 ganglions axillaires et
envahissement des ganglions de la CMI détecté sur ganglion sentinelle sans signe clinique
N3c : envahissement des ganglions sus-claviculaires homolatéraux

M étastases a distance [M)

Mx : renselgnements insuffisants pour classer |les métastases a distance

MO : absence de métastases a distance

M1 : présence de métastase|s) a distance

ANNEXE 2:

COTATION OMS = INDEX D'EVALUATION DE L'ETAT GENERAL
0 : Capable d'une activité identique a celle précédant lamaladie, sans restriction
1 : Activité physique diminuée, mais malade ambulatoire et capable de travailler

2 : Ambulatoire, capable de prendre soin de soi, incapable de travailler, aité moins de 50%

des heures de veille

3 : Capable seulement de quelques activités, alité ou au fauteuil de 50 a 99 % des heures de

veille

4 : Incapable de prendre soin de lui-méme, alité ou en chaise en permanence.

ANNEXE 3

Questionnaire

N° dossier : Date de la 1ére consultation :

Nom : Prénom : Sexe :



Age :

Poids et taille :

Situation familiale :

Lieu de naissance :

Adresse :

N° de téléphone :

Activité génitale :

Nbr d’enfants :

Contraception orale :

Antécédent personnel :

Evolution de la maladie :

CDD de la maladie :

Examen de la tumeur :

Siege de la tumeur : La taille :

Classification TNM :

Date de la derniére consultation :

Date du prélevement :

Antécédents familiaux :

Type histologique :



ANNEXE 4

Technique d’extraction d’ADN :

1- Préparation des leucocytes :

- Dans un tube falcon de 50 ml, mettre le sang et compléter a 25 ml avec du TE 20 :5laisser
10 mn danslaglace

- Centrifuger 10 mn 23900 rpm

- Aspirer le surnageant avec latrompe avide

- Ajouter quelques ml de TE 20 :5 au culot et |e remettre en suspension avec une pastette
stérile

- Compléter a25 ml avec du TE 20 :5 et laisser 10 mn danslaglace

- Centrifuger dans les mémes conditions que la premiere fois

- Aspirer le surnageant avec la trompe a vide : obtention d’un culot leucocytaire

2- Extraction de I’ADN :

- Transvaser le culot des leucocytes dans un tube falcon de 15 ml

- Ajouter 3 ml de tompon de lyse en dilacérant e culot avec une pastette stérile

- Ajouter 200 ul de SDS a10%

- Ajouter 100ul de protéinase K a10 mg/ml

- Agiter le tube sur une roue a 27 °C une nuit

- Lelendemain, refroidir dans la glace

- Ajouter 1 ml de NaCl 4M et agiter vigoureusement alamain

- remettre 5 mn dans la glace (précipitation des protéines)

- Centrifuger 15 mn a 2500 rpm

- Transvaser e surnageant dans un tube falcon de 50ml, gjouter deux fois son volume
d’éthanol absolu préalablement refroidi (environ 8 ml) et agiter en retournant le tube
plusieurs fois : la pelote d’ADN se forme

- Laisser éventuellement 30 mn a-20°C s |a pelote ne se forme pas

- Récupérer la pelote d’ADN avec une pipette pasteur et la rincer deux fois dans I’éthanol
a70%

- Mettre la pel ote dans un tube nunc

3- Solubilisation :

-Ajouter entre 300 et 1000 ul de TE 10 :1 selon la grosseur de la pelote et la concentration

souhaitée



-Laisser une nuit sur agitateur rotateur a 37°C, puis a température ambiante jusqu’a

dissolution compléte (1 a2 jour).

ANNEXE 5

Réactif :

-TE20:5: (Tris20 mM, EDTA 5 mM, pH 7.5) auto clavé
Tris: 2.422 g/l

EDTA : 1.86 ¢/l

Ajuster lepH avec HCL 1 N

-TE10:1: (Tris10 mM, EDTA 1mM, pH 7.4) autoclavé
Tris: 0.606 g

EDTA : 0.1869 g pour 500 mi

Ajuster le pH avec de ’HCL 1 N

- Tompon de lyse :NaCl 400mM

EDTA 2mM

Tris 10mM

pH 8.2

- SDS 10%

- Protéinase K : Protéinase K : 10 mg/ml H20
Conservation aliquote de 1 ml &-20°C, tube entamés a +4°C
- NaCl 4M

- Ethanol absolu

- Ethanol 70%

- Bleu de Bromophénol (BBP) : BBP 20mg

Tris0.5M : 2ml

Glycerol : 5ml

PH75

Qsp 10 ml H20

TBE 10X: Tris 108g

Acide borique 559

Ajuster le PH a 8.3 avec I’acide acétique glacial



EDTA 9.3g

QSP 1L H20

Dilutions des solutions mér es utilisées pour la PCR :

*dNTP solution mere (25 mM)

dNTP solution fille 2.5 mM : 10 ml de dNTP solution méere + 90 ml H20
(dilution au /20 ieme)

*MgCl2 solution mére 50mM

MgCI2 solution fille 25mM : 1 volume MgCI2 + 1 volume H20 (dilutionl/2).

ANNEXESG:
L es mutationsdu gegne MTHFR

- Le polymorphisme T1317C :

Le polymorphisme identifié au niveau de la paire de base 1317 est unesubstitution d’une
thymine en cytosine, cette substitution n’altere pas la séquence desacides aminés.

Dans un groupe de 38 femmes canadiennes, la fréguence du variant alléliqueT1317C est de
0.05 et elle est de 0.39 chez 9 femmes d’origine afro-américain (110).

- Le polymor phisme G1793A :

Récemment Rody et al ont démontrés une substitution d’une guanine en adénine auniveau de
la paire de base 1793, résultant en une substitution d’une arginine en glutamine sur le codon
594.

Il a été trouvé que la fréquence de I’alléle A est de 0.01 chez des Juifs Ashkenazi(n=155), de
0.03 chez les afro-américain (n=97), 0.07 chez les caucasiens (n=159) et 0.06 chez les
hispaniques (n=95) (110).

- Le polymorphisme T1081C :

Chez une famille de parents consanguin avec 4 enfants présentant un hyperhomocystéinémie,
une hypomeéthionémie et spécifiquement une protéine MTHFRnon détectable au niveau des
globules rouges, Tonetti et al. (131) ont detécté la mutationT1081C au niveau de I’exon 6.

Il s’agit d’une conversion d’arginine en une cystéine.

- Le polymor phisme A983G :



Chez une femme d’origine grecque, Kluijmans et al. (114) ont identifiés unemutation
homozygote au niveau du nucléotide 983 du géne MTHFR avec une sérine aulieu d’une
aspergine en position 324 (N324S) de la protéine MTHFR. Sibani et al. (117)

ont montré que cette mutation diminue I’activité enzymatique de la protéine MTHFR de36%
et que I’association de cette mutation avec le polymorphisme C677T diminuel’activité de la

protéine de 50%.

- Le polymor phisme G1027T :

Chez un enfant d’origine Turque, Kluitjmans et al. (114) ont identifiés unetransition
homozygote de G en T en position 1027 sur le gene MTHFR. Cette mutationconverti un
tryptophane non conservé en une glycine (W339G). Ce patient présentait aussila mutation
homozygote C677T (111).

- Le polymor phisme T1084C :

Une transition homozygote en position 1084 de C en T a été identifiée au niveaudu
nucléotide 1084 sur le cDNA du gene MTHFR. Cette mutation résulte en CGA
(Arg)convertis en TGA (codon stop) (114).

- Le polymorphisme T1711C :
Une mutation homozygote est détectée en position 1711 du gene MTHFR résultanten un
codon stop (TGA) au lieu d’arginine (CGA) chez une patiente de parentsconsanguins et

d’origine turque (114).
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