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Introduction

Introduction

Le cancer du sein est le premier cancer de la femme. Malgré les progres
thérapeutiques récents, il demeure la premicre cause de mortalité par cancer chez la
femme. Cette affection est liée a une série de facteurs de risque impliquant les

facteurs environnementaux, 1’age, les facteurs hormonaux et les facteurs génétiques.

L’invasion est le principal signe de malignité d’une tumeur qui déborde de son
siege d’origine pour s’étendre dans les tissus voisins et éventuellement a distance,
formant des métastases .Ce caractére infiltrant traduit la perte des propriétés

habituelles d’une cellule pour en acquérir de nouvelle. [1]

Cependant les travaux réalisés ces vingt derniéres années en biologie moléculaire
du cancer du sein ont permis d’identifi¢ un grand nombre d’acteurs moléculaires

participant aux grandes fonctions qui definissent le phénotype cancéreux. [2]

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

I’intérét pour ’enzyme de la MTHFR fortement impliquées dans son métabolisme.

La 5° 10- Méthyléne tétrahydrofolate réductase (MTHFR), est une enzyme
importante qui catalyse, de fagon irréversible la convertion de 5,10-méthyléne
tétrahydrofalat en 5-méthyléne tétrahydrofolate , un substrat clé donneur de folate et

de carbone pour la reméthylation de I’homocystéine en méthionine.

La MTHEFR équilibre le taux des coenzymes foliques dans le métabolisme d’un-
carbone pour la synthése d’ADN et sa méthylation, toutes les deux sont impliquées
dans la carcinogenése. Deux variantes communes dans le gene de MTHFR (C677T et
A1298C) ont été associées a I’activité enzymatique réduite, faisant de ce fait des

polymorphismes de la MTHFR un facteur de prédisposition au cancer.

Les mutations (C677T et A1298C), a I’état homozygote ou hétérozygote est
corrélée avec une réduction de 50% de 1’activité enzymatique et une augmentation de
sa thermolabilité. Les individus homozygotes pour cette mutation ont une élévation
trés significative de la concentration de 1’homocystéine plasmatique, associée a une

baisse du taux des folats. [3]

)
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Notre travail a pour objectif d’explorer I'association possible entre la variante du
géne de la MTHFR C677T, et la survenue du cancer du sein chez les patientes

admises au service d’Oncologie médicale du Centre Anticancéreux de Constantine.
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Chapitre 1 : Etude bibliographique

Rappels

1- Anatomie de la glande mammaire

Le sein est une glande superficielle plaguée contre le thorax entre la peau au-dessus et le
muscle grand pectoral au dessous.

La glande mammaire chez la femme est la plus volumineuse gland cutanée, elle est
constitu¢ 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 lobes
appelés canaux galactophores, débouchent sur le mamelon. Le mamelon est lui-méme entouré
d’une zone pigmentée qui est ’aréole. La peau de I’aréole est 1égérement déformée par les
orifices des glandes sébacées, des glands sudoripares et des follicules pileux. Le sein repose
sur le muscle pectoral. [4]

Cage thoracique

Muscles Pectoraux

Lobules

Canaux galactophores
Mamelon

Aréole

Peau

Tissu adipeux

Figure 1: anatomie de la glande mammaire
2- Histologie

Le sein est un cbne a base thoracique, dont le sommet est constitué par le
mamelon .II est constitué de 10 al5 canaux galactophorique, s’abouchant par un pore

mamelonnaire apres une dilatation appelée sinus lactifere.

Les canaux se ramifient en canaux lobulaires, j’jusqu’a I’unité terminale.
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L’unité terminale est constitué¢ d’un canalicule extra-lobulaire, qui se continue par un
canalicule intra-lobulaire, dans lequel se jettent plusieurs canalicules terminaux ou
acini.

La paroi des acini et des canaux est constituée par une couche de cellules

épithéliales reposant sur des cellules basales myo-épithéliale a activité contractile.
L’ensemble se dépose sur une membrane basale.

Les acini sont entourés d’un tissu conjonctif (tissu de soutien) lache, tandis que le

tissu conjonctif extra —lobulaire est dense et peu cellulaire. [5]

cel#‘ll lial Fibroblast
myoépithéliale ibroblaste
Mgmbrlane (conjonctif)

Cellule alveolalre
adipeuse Q

Matrice |

extra 1'\
cellulaire

_._—.—/

—— Cellule
épitheéliale
alveolaire

Acinus mammaire
ou alvéole

Figure 2 : représentation shématique d’un acinus mammaire (alvéole)

http://www.vetopsy.fr/reproduction/lactation/images/acinus-mammaire.qgif

3- Physiologie

La principale fonction biologique du sein est la production du lait .pendant la
grossesse, les cestrogenes sécrétés par I’ovaire et la progestérone sécrétée par le corps
jaune, puis par le placenta ,provoquent le développement des glandes mammaires
ainsi que 1’élargissement des mamelons. Juste aprés I’accouchement les seins

produisent un liquide, le colostrum. Celui-ci fait place au lait maternel, au bout de 3



http://www.vetopsy.fr/reproduction/lactation/images/acinus-mammaire.gif
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jours ,sous I’influence de prolactine. Outres sa fonction alimentaire, le sein féminin a

un role esthétique et sexuel.

L’¢érection du mamelon est une des premicres manifestations de 1’excitation sexuelle,

suivie d’une turgescence de I’aréole. [6]

I-  Cancer du sein

1- Epidémiologie
1-1- EPIDEMIOLOGIE DESCRIPTIVE :
1-1-1 dans le monde :

Selon 1’Organisation Mondial de la Santé (OMS , décembre 2012) 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 cinq années précédentes. Depuis les
dernieres estimations pour 2008, l'incidence a augmenté de plus de 20%, et la mortalité de
14%. 1l représente la premiére cause de mortalité par cancer chez la femme.

~

Rate per 100,000

B=72= Mlsoz3-722 362 -502 25.9-362 M =17 Mo Data

Al GERIE

Source: GLOBOCAN 2008

Figure 3 : Répartition du taux d’incidence standardisé du cancer du sein dans le

monde

1-1-2 En Algerie :
Selon I’enquéte nationale sur I’incidence et la prévalence des cancers qui a

été réalisée par INSP en 2002, environ 4541 cas de cancer du sein sont

enregistrés, il représente le premier cancer de la femme (29,5%) . [7]
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1-2- EPIDEMIOLOGIE ANALYTIQUE :

De nombreuses études épidémiologiques prospectives sur I’incidence de ce cancer

ont été menées a travers le monde, permettant d’identifier certains facteurs de risque :

>

Sexe:  Le sexe féminin constitue le principal facteur de risque, plus de 99%
des cas se manifestent chez les femmes. [8]

Age: Le risque augmente avec 1’Age; environ trois quarts des cas sont décelés
chez les femmes &gées de plus de 50 ans. [8]

Facteurs liés a la vie reproductive de la femme: La nuléparité , une
ménarche précoce (avant ’age de 11-12 ans), une premiere grossesse tardive
(apres 1’age de 30 ans), une ménopause tardive (aprés 1’age de 55 ans) ont un
impact important sur 1’incidence de ce cancer. [8]

Antécédents familiaux: Le risque est augmenté si des proches de la famille au
premier degré (la mére et/ou une sceur) ont contracté la maladie surtout en
période préménopausale. [8]

Antécédents personnels: La présence d’un cancer de I’ovaire, de

I’endometre, et du sein ou de lésions histologiques «a risque» découvertes lors
d’un prélevement biopsique (hyperplasie canalaire atypique, néoplasie
lobulaire in situ,....). [8]

Antécédents génetiques: Environ 5 a 10% des cas sont dus a une mutation
génétique, hériter un des génes mutés liés au cancer du sein augmente
considérablement le risque d’en étre atteint. [8]

Obésité : Les femmes ayant un surpoids a 1’dge adulte, présentent apres la
ménopause un risque de cancer du sein de 18%, probablement en raison de
I’augmentation des concentrations sériques d’cestradiols libre. [8]
Consommation excessive d’alcool: Les femmes concernées par une telle
consommation ont un risque plus éleve (7%) pour une consommation moyenne
d’une boisson alcoolique par jour. Les femmes ayant un cancer du sein et
consommant au moins une boisson alcoolique par jour, ont une durée de survie
diminuée de 15% a 40%, comparativement a celles qui ne boivent pas d’alcool.
[8]

Consommation du tabac : Pourtant la cigarette avait un effet protecteur dans

le cancer du sein di a I’effet anti-ostrogénique de la dioxane qui lui a contenue

<
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cependant la fumée de celle-ci est une importante source de substances
carcinogenes et le tabagisme passif semble associé a un risque augmenté
d’environ 60%, ce risque est multiplié par trois chez les femmes aprés la
ménopause . [8]

» Traitement hormonal substitutif: Les traitements a base a la fois
d’cestrogeénes et de progestatifs constituent un facteur de haut risque. [8]

» Exposition aux radiations ionisantes: L’exposition a ces radiations
ionisantes avant 1’age de 40 ans est susceptible de provoquer un cancer du sein
dans les années ultérieures, issue de I’endommagement de I’ADN est ses
constituants par ces radiations. [8]

» Hormones endogenes: Le cancer du sein est une maladie hormono-
dépendante. Les hormones sexuelles conditionnent le développement de la
glande mammaire, les cestrogénes en particulier jouent un réle de régulation,
elles stimulent par ailleurs la prolifération cancéreuse. L’exposition totale et
cumulative du tissu mammaire a ces hormones reste le facteur le plus

important dans la survenue de cette pathologie. [8]

2- Aspect anatomopathologique

Le sein est composé de cellules qui s’organisent en canaux galactophores et en
lobules. Ces deux éléments sont séparés du tissu de soutien (le tissu conjonctif) par

une membrane dite basale [9].et on distingue les :

v Cancer canalaire in situ (cis) ou carcinome intracanalaire :
-c’est une prolifération épithéliale maligne a I’intérieur des canaux galactophoriques.

-l n’y a pas de franchissement de la membrane basale, donc pas de risque

d’envahissement ganglionnaire.

-Les CIS se traduisent le plus souvent radiologiquement sous forme de

microcalcifications .

-Une atteinte multifocale est possible pouvant aller jusqu'a 1’atteinte de I’ensemble

de la glande mammaire.

v Adénocarcinome canalaire (ou galactophorique infiltrant) :

<



Chapitre 1 : Etude bibliographique

C’est le type anatomopathologique le plus fréquent : prolifération maligne d’origine
épithéliale, franchissant la membrane la membrane basale, et envahissant le tissu

conjonctif .1l existe donc un risque d’envahissement ganglionnaire et de métastases.
v Adénocarcinome lobulaire infiltrant :

Ce type est rencontré plus rarement :cancers souvent bilatéraux et /ou

multicentriques.
v" Formes plus rares :
-carcinome mucineux,carcinome médulaire , papillaire , tubuleux....

-Sarcome, lymphes malins.
3- Aspect clinique
3-1 Dépistage :

Dépistage du cancer du sein se référe a 1’essai des femmes ailleurs en bonne santé
pour le cancer du sein dans une tentative de parvenir a un diagnostic plus précoce.
L’hypothese est que la détection précoce améliore les résultats. Un certain nombre de
tests de dépistage ont été utilisées, notamment : examen clinique des seins, la
mammographie, le dépistage génétique, 1’échographie et I’imagerie par résonance

magnétique. [10] [11]
3-2 Diagnostic :

Un cancer du sein est découvert soit a I’occasion d’un examen systématique par le
gynécologue, soit par la patiente elle-méme par autopalpation du sein. Le diagnostic
est confirmé par une mammographie et eventuellement une échographie mammaire,
et par une ponction du kyste ou du nodule (biopsie), dont le liquide ou les cellules

sont examinés au microscope afin de rechercher des cellules tumorales. [12]
Les étapes de diagnostic du cancer du sein :

1. Interrogation : il précise :

- L’age, la profession, le statut familial

S
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- Les antécédents médico-chirurgicaux et gynéco-obstétricaux (facteurs de
risque, ménopause, traitement hormonal, antécédent d’irradiation....)

- Les antécedents familiaux du cancer du sein

- Début d’apparition des signes, évolution

- Existence de signes fonctionnels associés : douleurs mammaire, écoulements,
douleurs osseuses, s’il existe d’anciens clichés de mammographie ou des
écographies. [13]

2. Examen clinique :

L’examen clinique doit étre mené avec patience et douceur. Chez la femme jeune, il
est préférable d’examiner le sein dans la premiére partie du cycle. L’examen clinique

doit comprendre :

- Inspection : recherche surtout une anomalie de la forme du sein, une
modification de la coloration de la peau, une anomalie au niveau du mamelon.
L’examen clinique est réalis¢ d’abord bras pendants le long du corps

- Palpation : examen clinique de chaque sein quadrant par quadrant. La
recherche dans la position dans la quelle la patiente a pergu I’anomalie peut
étre d’une grande utilité. [13]

3. Bilan par imagerie :

v" Mammographie : Elle peut étre demandée, devant la présence d’une
tuméfaction mammaire retrouvée a la palpation. Plus généralement, a partir de
50 ans, il est conseillé de faire une mammographie tous les deux ans , cet
examen radiologique permet de confirmer ou non la présence de la tumeur
palpée, elle peut aussi orienter le diagnostic vers la nature bénigne ou
cancéreuse de la tumeur. Une mammographie détecte des anomalies sont
parfois détectées méme si I’examen clinique est normal.si une anomalie est
découverte, le médecin prescrit des examens complémentaires (mammographie
complémentaire, échographie, ponction et éventuellement biopsie) afin de
confirmer ou d’éliminer le diagnostic de cancer. [13]

v' L’échographie : Quand la mammaographie ne suffit pas pour établir un
diagnostic fiable, elle est complétée par une échographie. Si la mammographie
donne sa pleine mesure avec les seins graisseux des femmes ménopausées,

I’échographie est capable de repérer, dans les seins tres denses des femmes plus
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jeunes, des lésions qui peuvent échapper a la mammaographie. En effet, un
certain nombre de cancer du sein n’ont pas de traduction mammographique et
ne sot visibles qu’en échographie (I’inverse étant également vrai)

v Scanner : on I'utilise essentiellement pour recherche d’éventuelles métastases
au niveau de 1’os, du fois, du poumon ou du cerveau, ainsi que pour évaluer
I’efficacité du traitement sur ces Iésions.

v" IRM (imagerie par résonance magnétique) : L’IRM précise les informations
obtenues a 1’aide de la mammographie et de 1’échographie. En raison de son
cout, elle est surtout utilisée pour le dépistage de patientes ayant une mutation
des genes BACR1 ou BACR2. Elle est toutefois de plus en plus utilisée dans le
bilan d’extension du cancer du sein. Son usage est également devenu
quasiment systématique pour préparer 1’opération chirurgicale.

4. Conseil génétique :
Dans certains pays, toute femme le souhaitant peut bénéficier d’une consultation
géneétique est supérieure a 25% on propose a ces patientes un diagnostic
moléculaire est particuliérement prédictive si on connait la mutation chez un

parent déja atteint d’un cancer du sein a prédisposition génétique. [14]

4- Classification du cancer du sein

4-1 La classification clinique (TNM) :

La classification TNM est basée sur le principe de I’extension anatomique
déterminé par la clinique et I’histologie. A la base du systeme T (tumeur), N (nodes),

M (métastasais) il y a I’idée de coder I’extension locale, régional on générale.

D’une fagon générale, a ces trois lettres sont associés des chiffres (dont la valeur
augmente en fonction de la gravité) qui varie de 0 a4 pour le T, de 0 a 3 pour le N, et

sont soit 0 soit 1 pour le M. (Tableau 1)

TAILLEDE | -Tx : Détermination de la tumeur primitive impossible

LA -TO : Pas de signe de tumeur primitive (tumeur non palpable)
TUMEUR(T) | _Tjs : Carcinome in situ

-T1: Tumeur <2cm dans sa plus grande dimension

TImicroinvasion < 0.1 cm dans sa plus grande dimension

)



Chapitre 1 : Etude bibliographique

Tla Tumeur>0.1 cm et < 0.5 cm dans sa plus grande dimension
T1b Tumeur > 0.5 et < 1 cm dans sa plus grande dimension
Tlc Tumeur >1 cm et <2 cm dans sa plus grande dimension
-T2 : Tumeur > 2 cm et < 5 cm dans sa plus grande dimension
-T3 : Tumeur>5 cm dans sa plus grande dimension
-T4 : Tumeur de toute taille avec extension directe a la paroi thoracique
(@) ou a la peau (b)
-T4a : Extension a la paroi thoracique
-T4b : Extension a la peau
-T4c :A la fois 4a et 4b

-T4d : Tumeur inflammatoire

ADENOPAT
HIES(N)
détectées a
I’examen
clinique ou

radiologique

-NX : Appréciation impossible de I’atteinte ganglionnaire
-NO : Absence de signe d’envahissement ganglionnaire régional
-N1 : Ganglions axillaires homolatéraux suspects mobiles
-N2 : Ganglions axillaires homolatéraux suspects fixés entre eux ou a
d’autres structures ou présence clinique d’adénopathies mammaires
internes en ’absence d’adénopathies cliniques axillaires

N2a Ganglions axillaires homolatéraux fixés

N2b Ganglions mammaires internes homolatéraux cliniqguement
apparents sans adénopathies axillaires cliniques
-N3 : Ganglions sous-claviculaires homolatéraux ou mammaires internes
avec présence d’adénopathies axillaires ou ganglions sus-claviculaires
présents
-N3a : Ganglions suspects sous-claviculaires et aximmaires homolatéraux
-N3b Ganglions mammaires internes et ganglions axillaires homolatéraux
suspects

-N3c : Ganglions sus-claviculaires homolatéraux suspects

METASTAS
ES(M)

-Mx : Renseignements insuffisants pour classer les métastases a distance
-MO : Pas de métastases retrouvées

-M1 : Métastases (ADP sus-claviculaires incluses)

Tableau 1 : Classification TNM de I’'UICC ,2002 : (Singletary et al ,2002)[15]
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La juxtaposition de ces 3 lettres chiffrées donne une description abrégee de

I’extension de la tumeur maligne

Cela conduit a un grand nombre de possibilités TNM. On peut alors créer des

regroupements par stades que 1’on définit pour qu’ils soient homogenes en durée de

survie .Les cancers in situ sont toujours de stade 0, les métastatiques de I1V.(Tableau

2)
Stade TNM
0 Tis NO MO
I T1 NO MO
A TON1MO; TIN1MO;T2NOMO,
1B T2 N1 MO ; T3 NO MO TON2MO; TIN2MO; T2N2MO; T3N1IMO; T3 N2 MO
A T4 NO MO ; T4 N1 MO ; T4 N2 MO
B Tous T N3 MO
(\Y} Tous T Tous N M1

Tableau 2 : Groupement par stades du cancer du sein ( Broeders et al .2000).[16]

4-2- Classification radiologique (ACR)

Cette classification radiologique, permet de décrire I’imagerie du sein

(mammographie, mais aussi échographie et IRM) en classant les anomalies en

fonction de leur aspect[17], selon le classement ci-dessous : (Tableau 3)

ACR 1

Seins strictement normaux, sans image méme bénigne

ACR 2

Seins présentant une/des images 100% rassurantes et identifiables comme
bénignes. La surveillance doit alors étre standard (tous les deux ans pour

une femme sans antécédent, différente si antécédents particuliers).

ACR 3

Présence d’une image d’allure bénigne mais dont la bénignité ne peut étre

affirmée a 100% (97% seulement).Seule une surveillance pourra affirmer la
bénignité sur deux ans. Une biopsie n’est cependant pas nécessaire sauf cas
exceptionnels ou si I’image se modifiait. Il est donc proposé un controle a 4

mois (images nodulaires) ou 6 mois (micro calcifications).
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ACR 4 | Présence dune image suspecte qui peut étre une Iésion bénigne,
précancéreuse, ou méme un cancer dans 40% des cas environ.
Une cytoponction ou biopsie est nécessaire rapidement pour affirmer le

diagnostic de fagon certaine.

ACR 5 | Présence dune image tres suspecte (97% de cancers). Une biopsie ou
cytoponction est nécessaire pour affirmer le diagnostic et guider le geste

opeératoire.

ACR 0 | On ne peut conclure, plus d’¢éléments sont nécessaires (mammographie

insuffisante, pas d’échographie, etc.).

Tablaeu 3 : classification radiologique du cancer du sein

4-3- Classification anatomopathologique :

Il existe deux types de tumeurs du sein, les tumeurs épithéliales, les plus
fréquentes, et les tumeurs non-épithéliales, beaucoup plus rares[18]. (annexe 1)
- Les cancers épithéliaux
= Les carcinomes non invasifs ou non infiltrant

IIs représentent 15 a 20 % des cancers du sein. Ce sont les carcinomes
canalaire in situ (CCIS) et les carcinomes lobulaires in situ (CLIS), Il s’agit d’une
prolifération carcinomateuse qui se développe dans la lumiére des canaux et des
lobules, sans franchir la membrane basale et sans envahir le tissu conjonctif.
= les carcinomes invasifs ou infiltrant

Dont les cellules tumorales envahissent le tissus conjonctif, générant alors un
risque de métastases locorégionales ou a distance. Les plus fréquents sont les
Carcinomes canalaire infiltrant : ils représentent 80% des carcinomes infiltrant.
= La maladie de Paget

Elle représente 1 a 3 % des cancers du sein. Il s’agit d’un adénocarcinome
intra-épidermique du mamelon, associé a un adénocarcinome intra- galactophoriques

sous jacent dans 82 a 100 % des cas.

- Les cancers inflammatoires
Le cancer du sein inflammatoire représente 1 a 6 % des cancers du sein, mais

constitue une forme agressive dont 1’évolution est rapide et le pronostic trés sévére.
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Ce type de tumeurs s’accompagne des métastases a distance lors du diagnostic dans
un tiers des cas. [19] [ 20]
- Les autres tumeurs non épithéliales
Elles sont rares, représentant moins de 1% de toutes les tumeurs malignes du
sein. Il s’agit d’une prolifération tumorale maligne issue des autres structures du sein
(tissus conjonctifs, graisse, vaisseaux sanguins ou lymphatiques) représentés par:
= les sarcomes phyllades
= les sarcomes mésenchymateux ou sarcome du stroma,
= |es angiosarcomes,
= les lymphomes malins non hodgkiniens primitifs du sein,
= les métastases intra-mammaires d’un autre cancer primitif : mélanome, tumeurs

pulmonaires, du tractus digestif, de I’appareil urogénital.

4-4- classifications moléculaires des cancers du sein
Concernant la classification des cancers mammaires, I’approche morphologique est
actuellement remise en question par des données issues d’études de micro-arrays sur

puces ADN et confirmées par des études sur le profil protéique par

immunohistochimie sur tissu micro-arrays (TMA). Les études fondatrices proviennent

des travaux de Sorlie et Pérou : utilisant un panel de 5 genes, Sorlie et al ont analyse
les profils d’expression de 115 tumeurs indépendantes du sein et ont classé les

tumeurs mammaires en cing groupes. [21]

% Les tumeurs luminales A et B (2categorie différentes) :(profil luminal)
Le type le plus fréquent et représente 60 a 70% des carcinome.il correspond a des
tumeurs exprimant les récepteurs hormonaux (estrogenes et GATA 3) et dont le
phenotype est celui des cellules normalement présentes a la superficie du revétement
canalaire. Elles expriment comme ces derniéres la cytokeratine 8 ,18 et 14 alors que

les réactions a la CK 5/6 et ’'HER2 sont négatives.

% Des tumeurs dites normal-like : Representent 5 a 10% des carcinomes dont
le phénotype et est proche de celui du tissu normal et dont le pronostic est

intermédiaire

<
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% Les tumeurs sur exprimant Her2 (profil Her2) : Représentent 7 a 15% des
carcinomes. Il s’agit de tumeurs sur exprimant I’HER 2 mais n’exprimant pas
les récepteurs hormonaux.

Leur pronostic est favorable, mais elles sont susceptible de répondre a la fois aux

chimiothérapies a base d’anthracycline et de trastuzumab.

%+ Des tumeurs de phénotype basal (profil basal) : Cette catégorie est
caractérisée par un phénotype dit triple négatif, n’exprimant ni les récepteurs
hormonaux, ni le Her2. Ce phénotype est par ailleurs proche de celui des
cellules situées a la base du revétement canalaire exprimant la cytokeratine 5/6
et la cytokeratine 17. Il exprime également fréquemment ’EGFR et le ¢ Kit.
C’est le groupe dont le pronostique est le plus défavorable, et qui de plus ne
répond pas au deux principales thérapeutiques ciblées actuellement disponible
(les traitements hormonaux et le trastuzumab), en revanche ces tumeurs sont
susceptibles de répondre aux chimiothérapies a base d’anthracycline et de

atxane.

5- Histoire naturelle du cancer du sein

5-1 Evolution naturelle du cancer du sein

Dans la genése du cancer du sein il est a distingué que la premiere étape vers la
carcinogénese est I’initiation tumorale et ultérieurement les étapes de progression et
d’invasion. La transformation de la cellule mammaire normale a une cellule
cancéreuse passe par un processus progressif d’étapes successives faisant intervenir

des mécanismes épigénétiques et une instabilité génétique.

5-1-1-Etat pré cancéreux : parallélement des lésions bénignes ont été
décrites qui constitue les étapes successives conduisant au cancer
invasif. les états précancéreux sont identifi€s par I’étude microscopique
des biopsies du sein et ont permis d’individualiser parmi les
mastopathies les états précancéreux du cancer du sein. Une hyperplasie
simple ou atypique ou augmentation du nombre des assises cellulaires,

le cancer in situ de type lobulaire ou canalaire dans lesquels les

<
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cellules ont acquiere les aspects morphologiques de la malignité et
constituent une prolifération anarchique tout ont respectant la
membrane basale, et la cancer micro-invasif ou invasif ou la tumeur a
perforé la membrane basale permettant a la tumeur de créer une
éoangiogénese. [22]

5-1-2-Voie lente et rapide de la carcinogénese

a- Initiation tumorale :

Sous I’effet d’un facteur cancérogéne, il se produit la transformation d’un

proto-oncogeéne en oncogene ou la délétion d’un géne suppresseur de tumeur voir

I’inactivation de la protéine qu’il produit, la cause premicre du cancer du sein qui

conduit a D’initiation tumoral est toujours inconnue. Chez I’homme, le rdle des

radiations ionisantes a ¢été établi par ’observation des populations soumises a

I’explosion de la bombe au japon et chez les patients ayant eu des radioscopies

itératives dans la surveillance de la tuberculose pulmonaire [23]. Plusieurs génes ont

été incriminés dont le r6le dans la carcinogenese est en cours de description :

R/
A X4

K/

Gene HER2 situé sur le chromosome 17 g 21 code pour un récepteur
membranaire a activité tyrosine kinase. le géne est amplifié aboutissant a une
surexpression de ce dernier dans 20 a 30 % des cancers invasifs et dans 60 a
100 % des cancers in situ.

Gene ras une famille de géne produisant des protéines qui interviennent dans
la transduction des signaux intracellulaire. Les mutations des génes ras ont été
observées dans 30 a 80 % des cancers du sein elles pouvaient étre impliqués
dans la progression des hyperplasies atypiques vers les cancers invasifs
L’inactivation des génes suppresseurs de la tumeur par exemple le géne Rb
(rétinoblastome) qui peut bloquer le cycle cellulaire ou contrdler sa
progression, situé sur le chromosome 13 q 14 code pour une protéine qui
contr6le le cycle cellulaire et code pour la transcription des proto-oncogéne c-
fos ou c-myc ce qui détermine ’entrée en phase S du cycle cellulaire. Des
délétions du géne Rb ont été découvertes dans presque 10 a 15 % des cancers

invasifs du sein.

N
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7

% L’inactivation du geéne p53 qui contrdle lui aussi I’arrét du cycle cellulaire en
réponse aux dommages causés a I’ADN (acide désoxyribonucléique), un

régulateur négatif du cycle cellulaire.

X/
X4

Les BRCA qui sont impliquées dans la réparation de I’ADN, I’activation

L)

transcriptionelle d’autres suppresseurs et le controle du cycle cellulaire grace a
leur interaction avec d’autres enzymes de réparation

b- Promotion tumorale :

La promotion tumorale est une phase relativement longue (pouvant durer plusieurs
années chez I’homme) au cours de la quelle la cellule initiée va proliférer et conduire
progressivement au développement d’un clone de cellule mutée .La multiplication
cellulaire étant exponentielle ,un nombre limité de divisions cellulaires suffit a
engendrer un nombre considérable de cellules tumorales .Divers facteur endogénes
(facteurs de croissance et hormones) ou exogenes (toxiques chimique ,facteurs
alimentaires, etc..) , du fait de leur action répétitive ,vont déréguler certains des

mécanismes fins qui contrdlent la multiplication cellulaire. [24]
c- Progression tumorale :

Les dommages deviennent de plus en plus nombreux et les cellules cancéreuses
évoluent en une tumeur maligne. Selon le type de cancer, les cellules cancéreuses
vont migrer plus ou moins précocement vers d’autres organes (grace au sang ou a

lymphe) pour y créer de nouvelles tumeurs (métastases) [23]

Initation| |Promtion| |Progression|

Chime\*
Rx -—-)'_‘.".""@ @
Vims/'
U] (| TG e

Figure 4 : les étapes de la carcinogénése
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5-2- Oncogenese du cancer du sein

Le développement et la progression du cancer du sein sont des processus complexes
qui impliquent des facteurs hormonaux ainsi que de nombreuses altérations
génétiques et épigénétiques. Lors de la cancérogénése, les cellules épithéliales
canalaires ou lobulaires deviennent tumorales. Au cours de la transformation, il y a
une perte de la différenciation cellulaire qui entraine la perte du contrble de la
prolifération. Les cellules cancéreuses forment alors une masse de tissu couramment
appelée carcinome in situ. Les cellules acquiérent ensuite la capacité a devenir
invasives et a métastaser formant ainsi de nouvelles tumeurs solides en des sites plus

ou moins ¢loignés dans d’autres tissus. Plusieurs geénes sont impliqués :
> Legéne BACRL1:

Le gene BACRL1 est situé sur le chromosome 17, d’environ 100 kilo bases, codant
pour une protéine de 1863 acides aminés. La protéine pour la quelle code le géne
BACR1 semble étre un gene suppresseur de tumeur impliqué dans de multiple
processus cellulaire, incluant le contréle du cycle cellulaire, le remodelage de la
chromatine, la régulation de la transcription, la réparation de I’ADN et I’apoptose, elle

jeu un role important dans la réparation des cassures double brins d’ADN. [25]
> Le géne BACR2:

Le géne BACR?2 est situé sur le chromosome 13. Plus de 100 mutations différentes
ont été dénombrées. La protéine pour la quelle code le géne BACR2 maintien de la
stabilité génomique par son implication avec BRCA1 dans la réparation des lésions
double brin d’ADN.[26]

> Legene TP53:

Le gene TP53 est localisé sur le chromosome 17p. Les mutations germinales du géne
TP53 sont dominantes. La pénétrance de ces mutations est de 50% a 50 ans. Ce géne
code pour une phosphoprotéine nucléaire de 53 Kd. Elle a deux rdles principaux :
régulateur négatif de la croissance et de la prolifération cellulaire ; réparation des
altérations de I’ADN. En cas de modification de la molécule d’ADN, La protéine P53

arréte le cycle cellulaire en phase G1, permettant aux mécanismes de réparations de

S
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I’ADN de se mettre en ceuvre avant la duplication de ce dernier. La protéine P53 est
aussi un acteur de la mort cellulaire programmee. Une inactivation du gene TP53
permettrait le maintien des modifications de I’ADN et de ce fait un développement a

terme, de cellules malignes.[27]
> Legene PTEN:

Un autre syndrome rare peut étre responsable d’une augmentation du risque de
développer un cancer du sein, c’est le syndrome de Cowden, correspondant aux
mutations du géne PTEN sur le chromosome 10, gene suppresseur de tumeur
intervenant dans la régulation de la croissance cellulaire. Il s’agit aussi de mutations
dominantes. Les atteintes concernent la peau, Le seins, La thyroide, le tube
digestif.[28]

> Legéne ATM :

En 1999, une équipe américaine a mis en évidence une interaction entre deux genes
de ’organisme dont les mutations simultanées pourraient étre a 1’origine de 10% de
tous les cancers du sein. Ces deux génes sont BRCAL et ATM est localisé sur le
chromosome 11q22-23, il a été caractérisé en 1995. Ses rdles sont divers : il participe
aussi bien au contrdle du cycle cellulaire (G1 et G2), a la réparation des cassures
double-brins, a la recombinaison au cours de la méiose, qu’a la maturation des genes

d’immunoglobulines.[28]
> Legéne CHEK2 :

Le géne CHEKR?2 est un suppresseur de tumeur. Il participe donc a la régulation du
cycle cellulaire. La protéine CHEK2 est activée quand des dégats sont causés a la
molécule d’ADN. Cette protéine interagit avec d’autre molécule : I’une codée par un
géne suppresseur de tumeur, la protéine P53, pour arréter le cycle cellulaire en cas de
dommages a ’ADN ; I’autre, la protéine codée par BCRAI. L’ensemble de ces
protéines commandent soit le déclenchement de la mort cellulaire programmée, soit la
réparation de I’ADN. Une mutation du géne CHEH2 peut entrainer une légere

augmentation du risque de cancer du sein. [28]

]
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En effet la protéine kinase ATM active elle-méme les deux génes permettent

I’arrét de la division cellulaire grace a la phosphorylation de la protéine P53 par la

protéine CHEK?2, & la suite d’'un dommage a la molécule d’ADN. [28]

Figure 5: les génes impliqués dans le cancer du sein
5-3- Forme sporadique et héréditaire

L’origine génétique du cancer du sein est liée aux mutations des génes BRCAI,
BRCAZ2 dans le cas du cancer du sein familial [29], aux mutations de certains génes
tels que I’anti oncogéne p53[30] ou au polymorphisme HLA pour le cancer du sein

sporadique [31].
5-3-1- Cancers héréditaire :

Méme si la grande majorité des cancers du sein sont des formes sporadiques, on
considere que 5 a 10 % des cas représentent des formes héréditaires. La plupart des
prédispositions génétiques aux tumeurs mammaires sont liées a des mutations des
génes impliqués dans la surveillance du génome : BRCA1, BRCA2, mais également
ATM, CHEK2, PTEN et TP53. Les deux genes majeurs de prédisposition au cancer
du sein ont été localisés puis identifiés en 1994 et 1995 : le géne BRCA1 (BReast
CAnNcer 1) situé sur le chromosome 17qg21[32] et le gene BRCA2 (BReast CAncer 2)
sur le chromosome 13912 [33] qui sont a eux seuls responsables de la moitié de ces
cancers a prédisposition géneétique, soit 2,5 & 5% de tous les cancers du sein. Ces
deux genes ont un rdle important dans la réparation des lésions de I’ADN et
fonctionnent comme des geénes suppresseurs de tumeur. Une mutation délétere
constitutionnelle présente sur I’un des deux alleles de BRCA1 ou BRCA2 rend

I’individu «prédisposé », mais il est necessaire que le second alléle soit inactivé
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secondairement au niveau d’une cellule somatique pour entrainer la transformation
maligne de la cellule [34]. Certaines mutations sont toutefois récurrentes dans des
populations spécifiques ou il existe des effets fondateurs, comme la population juive
ashkénaze (prévalence de 2,5% de trois mutations récurrentes : 185delAG et
5382insC sur BRCA1 et 6174delT sur BRCA2) ou la population islandaise
(prévalence de 0,5 % de la mutation 999del5 de BRCAZ2) [35].

Un 3e gene de prédisposition de forte pénétrance (appelé BRCA3) a été longtemps
recherché mais les tentatives pour le mettre en évidence par les études de liaison

génétique dans les familles a haut risque ont échoué et il est probable qu’il n’existe

pas [36].

Les mutations constitutionnelles des génes BRCA1/2 se caractérisent par leur
grande diversité et leur nature souvent unique pour une famille donnée (a ce jour, plus
de 1000 mutations différentes réparties tout le long de chaque géne ont été identifiées)
[35].

Le géne p53, suppresseur de tumeur, localisé sur le chromosome 17 en p13.1, code
pour une phosphoprotéine nucléaire. Des mutations germinales du géne p53 sont en
cause dans de trés rares cas familiaux de cancers du sein survenant a des ages tres

jeunes.

Selon les populations, une personne sur 100 a 2 500 serait porteuse d'une altération
constitutionnelle de I'un de ces génes avec une probabilité de transmission de 50 % a
chaque enfant. Dans ce contexte, homme et femme peuvent hériter d'un géne BRCA1
ou BRCA2 muté. En revanche, le risque ultérieur de développer un cancer est tres

différent : majeur chez la femme et globalement peu augmenté chez I'homme.
5-3-2- Cancer sporadique :

Un cancer est sporadique lorsqu'il survient sans predisposition, c'est a dire "une
mutation qui se produit par hasard" et c'est le cas dans la majorité des cancers (90 a
95%). Dans ces cancers, c'est souvent la lignée somatique qui est atteinte et donc les
mutations (ou autres événements) ayant donné lieu a ce cancer ne se transmettront pas
a la descendance. Dans les cancers sporadiques, seules les cellules du tissus touché au
départ par la tumeur primaire sont porteuses des mutations. Le polymorphisme HLA
est corrélé a la survenue de plusieurs types de tumeurs du fait de son réle clé dans la

présentation des antigenes au systéme immunitaire y compris les cancers du sein
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sporadiques. L’efficacité de cette présentation est définie par le type de molécules
HLA impliquées. Une combinaison HLA pourrait donc induire une bonne réponse ou
un échappement de 1’antigéne au systéme immunitaire. Par ailleurs, la diminution du
niveau d’expression des molécules HLA I a la surface des cellules tumorales est une
modalité d’échappement de ces cellules au systéme immunitaire, ces molécules
déclenchent la cytotoxicité spécifique suite a la présentation des antigenes endogénes
aux TCD8+. [37] [38] [39] [40] (annexe 2)

II-  MTHFR (Méthylene Tétrahydrofolat Réductase)
1- Geéne de la MTHFR : Localisation et structure du gene MTHFR

La MTHFR une enzyme clé dans le métabolisme des folates elle catalyse la
conversion irréversible  du  5,10-méthylénetétrahydrofolate en  5-
méthyltétrahydrofolate en utilisant le NADPH (Nicotinamide Adénine Di
nucléotide Phosphate H). Elle permet ainsi de maintenir le pool de folates et de
méthionine circulants et de prévenir une éventuelle augmentation de la
concentration en homocystéine. La MTHFR assure les processus de méthylation
de ’ADN, de protéines, de neurotransmetteurs et de phospholipides. En faite la
méthylation de I’ADN joue un role primordial dans la régulation de I’expression
des génes et le maintien de la stabilité génomique. La MTHFR est également
impliquée dans la production de dTMP (désoxy Thymidine Mono-Phosphate) via
la synthése de purines. La MTHFR est donc un élément essentiel a la provision de
nucléotides nécessaires a la synthése d’ADN, sa réparation. Le gene de la MTHFR
est localisé sur le bras court (p) du chromosome 1 en position 36.3 (1p36.3), Plus
précisément dans la région des paires de bases 11.769.246 jusqu’a 11.788.568 du

chromosome 1. [41]
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Figure 6 : Localisation du gene de la MTHFR au niveau du premier chromosome

humain
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L’ADNc de ce gene est de 2.2 kilo de longueur, répartie en 11 exons de
taille comprise entre 102 Pb a 432 Pb, chevaucheé par 10 introns de taille comprise

entre 250 Pb a 1.5 kilo base avec une exception d’un intron de 4.2 kb. [42]

2- Transcription du géene MTHFR
La transcription du géne MTHFR produit 4variants du transcrit du gene
MTHFR, MTHFR 1qui se compose de deux formes, MTHFR 2 et MTHFR 3
qui différent par leur région 5°. La diversité de ces transcrits (RNAm) du géne
est due a I’épissage alternatif au moment de la transcription primaire ou au
courant d’épissure (splicing) des 3 premiers exons. Trois polypeptides de 657

acides aminés sont a partir de ces trois variant. [43]

start (13) — stop (1983)
1
MTHFR 1 (exons) | oa 1 2-11 |
58 1 “p49 2196
r start (-111) r stop (1983)
MTHFR 2 (exons) | Ob | 1 2-11
l167 | 249 2196
r start (-57) C stop (1983)
MTHFR 3 (exons) [ 1 2-11
17 249 2196

Figure 7 : Les différents transcrits du géne MTHFR

3- Protéine MTHFR :

Chez I’homme, la protéine a deux iso formes. L’un de poids moléculaire
de 77 KDa et l'autre de 70 KDa dont la plus petite a été découverte
uniquement dans le fois de I’adulte ainsi que dans le fois et les reins feetaux.

L’expression de I’ADNc humain de 2,2 Kpb donne une protéine de 70
KDa comportant 656 acides aminés. Le site de démarrage de la traduction de
I’isoforme de 77 KDa permet I’ajout de codons additionnels en amont de la

séquence de I’iso forme de 70 KDa . [41] [44]
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3-1-  LAstructure :

L’enzyme MTHEFR est un homo dimére présent dans le cytoplasme de 150
KDa, localisée majoritairement dans la rate , les ganglions lymphatique et la
moelle osseuse , son expression est plus intense dans le testicule,
intermédiaire dans le cerveau et rein , et inférieure dans d’autres tissus .la
MTHFR comprenant deux domaines [45] [46] :

» Le domaine catalytique : représenté par 1’extrémité N-terminal de
poids moléculaire de 40 KDa, liant le di nucléotide adénine flavine
(FAD) (cofacteur), le NADPH (donneur d’électrons) et le
méthylene tetrahydrofolate.

» Le domaine de régulation : a I’extrémité C terminale de poids
moléculaire de 37 KDa entre ces deux domaines se trouve une
forte région hydrophobe avec une séquence d’acides aminés LYS-
Arg-Arg-Glu-Glu constituant un site de clivage par la trypsine.

3-2- Lafonction :

La 5,10-méthyléne tétrahydrofolate réductase, plus communément appelée
MTHEFR. C’est une flavoprotéine cytoplasmique qui agit avec le FAD comme
cofacteur en catalysant la conversion du (5-CH 3-FH4), cette conversion est
tres importante pour la biosynthése des nucléosides, la méthylation de I’ADN,
et ainsi le métabolisme de I’homocystéine.

Le processus métabolique de la 5,10-MTHFR dépend de plusieurs
activateurs et inhibiteurs dont la S-adénosyl méthionine (SAM) est un
inhibiteur allostérique et le FAD un coenzyme.

Une activité normale de la protéine MTHFR maintient un pool adéquat en
folates circulant et prévient 1’augmentation des concentrations de
I’homocystéine. Contrairement une activité diminuée de la protéine induit une
diminution des niveaux des folates, une diminution de la biodisponibilité de
méthionine ainsi qu’une augmentation des concentrations de I’homocystéine.

[41] [44]
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Figure 8 : Fonction de la protéine MTHFR.
4- Les polymorphismes de MTHFR :
Pour le gene codant pour la MTHFR une soixantaine de polymorphismes ont
été décrit, les plus commun étant les polymorphismes 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 congénitales.

Plusieurs autres mutations rares ont été associées a une déficience sévére
de ’enzyme MTHFR. Ces derniers polymorphismes sont moins courants que
les deux premiers et leur role n’est pas encore bien élucidé. [42] [47]

4-1-  Le polymorphisme C677T

Il s’agit de la conversion d’une cytosine en une thymine au niveau de

I’exon 4 du gene MTHFR, elle est transmise de facon autosomique

récessive. 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 FAD. La protéine resultante de ce polymorphisme présente une
activité enzymatique réduite a 37°C et plus, pour cela la protéine est
souvent appelée thermolabile. In vitro il a été démontré que la mutation

C677T réduit I’activité enzymatique de la protéine MTHFR jusqu’a 70%

chez les individus homozygotes (TT) et 40% chez les individus

hétérozygotes (CT). [47][48]

Pyrimidine Synthesis
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4-2-  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 régulateur de 1’enzyme pour la SAM.
Fonctionnellement, 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 méme sujets présente
un profil similaire a celui présent chez les homozygotes C677T avec
¢lévation des concentrations d’homocystéine et une diminution des
concentration en folates. La présence simultanée des deux variant
génetiques, le C677T et C1298A, est associée a des maladies
cardiovasculaires , a des anomalies de la coagulation et a des malformation
congénitales. [44] [48] [49]

4-3-  Autres polymorphismes du géne MTHFR

Un défaut d’activité de la protéine 5,10MTHFR avec une activité
résiduelle est du 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, G1027T, T1084C et
T1711C. Certains de ces polymorphismes ont été décrits en association
avec le polymorphisme C677T et ceci diminue ’activité enzymatique de la
protéine MTHFR de fagon remarquable, alors que d’autres n’alterent pas
la séquence des acides aminés et leur role n’est pas bien décrit.

[48,50,51,52] (annexe 3)

5- Le polymorphisme du géne MTHFR et cancer
La méta-analyse de Brattstrom et al. a démontré que le génotype TT , en
entrainant une nette diminution de I’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-

N1
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homocystéinémie, a l’origine d’une réduction de la quantit¢ de SAM
disponible pour les réactions de méthylation entraine une hypométhylation
globale de ’ADN .

Le risque de mutation est lié a 2 éléments clés : la disponibilité du THF (en
particulier de 5,10 —méthyléne 6TFH), et le taux de SAM . En cas de
mutation de la MTHFR et de carence nutritionnelle, ces 2 mécanismes sont
altérés. la méthionine synthase est inhibée et diminue le taux de SAM qui n’a
plus son réle de rétrocontréle négatif sur la MTHFR. Le taux de 5,10 —
méthjyléne-THF diminue aussi pour augmenter le poolinexploité de 5-méthyl-
THF ce qui retentit sur la TS . Par contre, lorsque la mutation est présente
mais qu’il n’ya pas de carence associée, le taux de SAM est assuré malgré la
diminution de I’activité de MTHFR . Celle-ci assure alors un rétrocontrdle
négatif sur ’enzyme, ce qui assure une disponibilité¢ suffisante de 5,10-

méthyléne THF pour la TS.
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Type de I’étude

Il s’agit d’une étude descriptive, observationnelle, analytique et transversale cas-
témoins réalisées respectivement au service d’oncologie médicale et au laboratoire de
recherche de biologie et génétique moléculaire de la faculté de médecine de
Constantine.

Notre étude s’est déroulée entre Mars et Juin 2015. Elle a inclue une population de 50
sujets (25 patientes atteintes d’un carcinome du sein prouvé histologiquement et
traités au service d’oncologie médicale et 25 témoins présumés sains). Les
caractéristiques épidémiologiques cliniques et histologiques ont été recueillies a partir
des dossiers médicaux des patientes et du questionnaire que nous avons établi.
L’étude moléculaire a été réalisée au laboratoire de recherche de biologie et génétique
moléculaire de la faculté de médecine de Constantine. Toutes ces données ont été

rapportées et analysées.

Il. Meéthodologie :

1. Recrutement des individus :

L’échantillon de notre étude est subdivisé en deux populations : une population des

malades et 1’autre des témoins. Des critéres d’inclusion et de non inclusion ont été

établis pour chaque patiente.

Q Population malade : L’étude effectuée concerne 25 patientes admises dans le
service d’Oncologie Médicale du CHUC , La sélection de ces patientes a été faite
en respectant des criteres bien définis

» Criteres d’inclusion :
- Patientes atteintes d’un cancer du sein prouvé histologiquement
- Age>al8ans
- Patientes en bon état général (PS<2)
- Consentement éclairé
» Critéres de non inclusion :
- Patientes traitées auparavant pour un autre cancer
- Cancers synchrones

- Sujet refusant de faire le prélevement
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Q Population témoins : C’est une population générale de référence, sujets sains de
sexe féminin (présumée en bonne santé). agée de plus de 18 ans. Sélectionnée en
nombre de 25.

» Critéres d’inclusion :
- Sujets sains de sexe féminin
- Sujets agés de plus de 18 ans
- Femmes demeurant a I’est algérien
- Ne présentant aucun signe clinique cancer
» Criteres de non inclusion :
- sujets présentant des antécédents personnels d’une maladie néoplasique

quel gue soit sa localisation

2. Préléevement sanguin : le prélévement sanguin destiné a I’extraction de I’ADN
est recueilli a partir du sang total périphérique (5 a 10 ml), par ponction
veineuse, dans un tube vacutainer contenant de I’EDTA (Ethylene Diamine
Tetracetic Acid) comme anticoagulant.

¢ Ces prélévements ont été réalisés, aprés avoir eu 1’accord des patientes pour
participer a I’étude. Des explications concernant 1’objectif du travail ont été
données aux patientes par le médecin traitant. Le formulaire du consentement
a été signé par la patiente et le médecin. Les prélévements ont été réalisés par
les infirmiers du service d’oncologie médicale du CHU de Constantine. Un
questionnaire comprenant toutes les données épidémiologiques et cliniques a
été établi pour la toute la population (annexe 4) . Tous les renseignements
nécessaires ont été enregistres, a partir du dossier médical et de I’interrogatoire

avec le patient.

+ L’identification des tubes a été réalisée on mentionnant le nom, le prénom du
sujet prélevé, et le service d’oncologie radiothérapie sur les étiquettes des

tubes.

* Les prélévements ont été conservés a une température de 4° C jusqu’au

moment de la réalisation de 1’étude.
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3. Etude moléculaire.

3.1. Extraction de PADN

L’extraction d’ADN a été réalisée par la méthode utilisant des solvants non

organiques (La méthode au Na CI). L’ADN de chaque sujet a été extrait a partir de

leucocytes du sang périphérique( annexe 5).

Q Principe :

» Préparation des leucocytes : les leucocytes ont été séparées du sang total par

lyse hypotonigue des globules rouge selon les étapes suivantes :

Dans un tube Falcon de 50 ml, mettre le sang et compléter a 30 ml avec du
TE (Tris-EDTA) 20:5, laisser 10 mn dans la glace (la composition du

tampon d’extraction TE 20:5 est mentionnée dans I’annexe 6),
Centrifuger 12 mn a 3900 tpm (tours par minute),

Jeter le surnageant,

Ajouter quelques ml de TE 20:5 au culot et le remettre en suspension,
Compléter a 25 ml avec du TE 20:5 et laisser 10 mn dans la glace,
Centrifuger dans les mémes conditions,

Jeter le surnageant pour 1’obtention d’un culot leucocytaire.

> Extraction de PADN :

Transvaser le culot des leucocytes dans un tube Falcon de 15 ml,

Ajouter 3 ml de tampon de lyse en dilacérant le culot (la composition du

tampon de lyse est mentionnée dans 1’annexe 6)

Ajouter 200 pl de SDS (Sodium Dodécyle Sulfate) a 10 %. C’est un
détergent qui possede une action lytique sur les membranes cellulaires,
dénature les protéines par destruction de leur structure tertiaire et inhibe

I’action des nucléases,

Ajouter 100 pl de protéinase K a 10 mg/ml. Cette enzyme dénature et
dégrade les protéines,

Agiter le tube sur une roue a 27° C pendant une nuit,

N]
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Le lendemain, refroidir dans la glace 5 mn,

Ajouter 1 ml de Na CI 4M et agiter vigoureusement a la main. L’ADN
nucléaire est libérées dans le lysat et les protéines qui lui sont associées
sont digérées et éliminées par précipitation au NaCl. La pelote d’ADN est

formée dans le surnagent par précipitation avec 1’éthanol pur,
Remettre 5 mn dans la glace (précipitation des protéines),

Centrifuger 12 mn a 3900 tpm,

3.1 Génotypage de la MTHFR : Pour la mise en évidence du génotype du
polymorphisme C677T de la MTHFR , nous avons utilisé la technique PCR/RFLP

qui consiste a la réalisation des étapes suivantes :

Amplification par PCR (Polymérase Chaine Réaction).

Une migration éléctrophorétique sur gel d’agarose pour le controle 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 éléctrophorétique sur gel d’agarose pour la séparation des
produits de PCR

digestion

3.3 Pamplification par PCR : La PCR est une méthode de biologie moléculaire

permettant d’amplifier des séquences d’ADN cibles et définies (I’Amplicon) en

plusieurs millions d’exemplaires. La PCR est une réaction en chaine qui consiste a

effectuer n cycles successifs d’amplification, au cours desquels deux amorces

dirigent I’amplification du fragment d’ADN double brin qu’elles encadrent. Un

cycle d’amplification est composé de trois étapes : dénaturation, hybridation et

élongation. Apres la préparation du mix de la PCR (annexe 7), nous avons pris 49

ul de ce mélange avec 1ul d’ADN pour chaque tube. Ensuit le déroulement des

cycles de la PCR a été assure par le thermocyvleur selon les conditions

d’amplification suivantes:

Dénaturation a 94 °C pendant 30 secondes
Hybridation a 65 °C pendant 30 secondes

Elongation & 72 °C pendant 30 secondes

» Preéparation du milieu réactionnel de la PCR : le milieu réactionnel de PCR

comprend tous les constituants nécessaires a la réalisation d'une PCR. Pour
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préparer le milieu réactionnel ou le mix, il faut multiplier la quantité de chaque
composant par le nombre de tubes voulu plus un, ce dernier représente le tube
témoin «blanc» dans lequel on avait mis uniquement le mix sans ADN.

» L’enzyme : La Tag DNA Polymérase ( Kit Bioline) est utilisee a une
concentration de 5 U/ul. La Taq polymérase est extraite de la bactérie
Thermophilus aquaticus, elle est thermorésistante, sa température optimale
d’action est de 72° C. C’est une enzyme capable d’associer des nucléotides en

polymére d’ADN de I’extrémité 5° vers I’extrémité 3°.

» La solution tampon : on utilise 1 pl de tampon pour un volume final de 10 pl
par tube de PCR. Le tampon de la Taq (Kit Bioline) nommé 10X NH4 Reaction
Buffer est composé de : 160 mM (NH4)2S0O4, 670 mM Tris- HCL (pH 8,8 a 25°
C), 0,1 % stabilizer

» Les oligonucléotides ou dNTP (désoxy-Nucléotides-Tri-Phosphates) : les
dNTP sont composés de dATP, dTTP, dGTP et dCTP. Ce sont les éléments de
bases utilisés par la Taq polymérase pour synthétiser les brins d’ADN
complémentaires lors de 1’¢longation. La concentration de la solution stock est
de 25 mM pour chaque base. La concentration finale de chaque base dans la
réaction de PCR est de 0,2 mM.

» Le MgCI2 : il s’agit d’un cofacteur pour la Taq polymérase. Il est utilisé a une
concentration stock de 50 Mm.

A cela on ajoute :

» Les Amorces :

Sens : 5'-TGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGGA-3'
Anti sens : 5'- AGGACGGTGCGGTGAGAGTG-3'

» Le contrdle des produits PCR : Le controle de la PCR s’effectue par une
électrophorese sur un gel d'agarose 2 % additionné (Annexe 8). Le gel est déposé
sur une plaque d’une cuve horizontale. Dans chaque puits du gel, nous déposons
10 ul d’amplificat en présence de 3 ul du colorant Bleu de Bromophénol (BBP)
qui permet de suivre le front de migration.

Parallélement un échantillon sans ADN (blanc), est inclus dans la série a amplifier et

sert de control négatif. Le dépot se fait du coté cathode et le systeme est soumis a une

<
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migration sous un courant de 60 & 120 volts pendant 30 mn. Aprés la migration, le gel
est soumit au rayon UV. Les molécules de bromure d’éthidium fixées aux ADN
émettent une lumiére visible et photographiable et permettent de visualiser les
fragments amplifiés sous forme de bandes fluorescents de méme taille. Ce control
permet aussi de Vérifier si une éventuelle contamination de I'ADN est survenue au

cours de la PCR gréce au puits contenant le blanc.

3.4 Digestion des produits de PCR : Les produits de la PCR sont soumis a une digestion
enzymatique par I’enzyme de restriction Hinfl. Pour cela nous préparons une quantité
d’un mix pour digestion selon le nombre des amplificats a étre digérés + 1. Ce mix
contient un tampon, H20, 1’enzyme de restriction Hinfl et la BSA (Bovine serum
albumine) (Annexe 9). Nous prenons 10 pl du mix pour digestion et 30 ul du produit
de PCR. Le tout est incubé pendant une nuit dans une étuve a 37°C. Aprés incubation
nous concentrons les ADN digérés au speed -vac (System ISS 40-SAranta) pendant
quelques minutes.

3.5 Electrophoreése : Les fragments d’ADN obtenu seront de :

- 198 bases en cas d’absence de la mutation et les fragments d’ADN amplifiés et
digérés apparaissent sur le profil électrophorétique sous forme d'une seule

bande qui correspond au type homozygote sauvage (CC),

- 175 bases s’il y a mutation et les fragments d’ADN apparaissent sur le profil
électrophorétique sous forme d'une seule bande qui correspond au type

homozygote muté (TT),

- les deux bandes ensembles de 175 bases et 198 bases, correspondent au type
hétérozygote (CT),

- une bande de 23 bases qui ne sera pas visible sur le profil électrophorétique a

cause de son intensité trop faible.

-
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Figure 9 : Profil éléctrophorétique sur gel d’agarose des fragments obtenus apres
digestion du produit de PCR du gene de la MTHFR par Hinf 1

4 Analyse statistique :

Nous avons procédé a une étude statistique pour déterminer une association entre le
polymorphisme de la MTHFR et le cancer du sein. Notre étude est basée sur I’OR
(Odds Ratio) et la P value; ceci se fait par la comparaison du nombre de fois ou
I’alléle est observé chez les patients par rapport au nombre de fois ou il est présent

chez les témoins.
» Calcul de POR : pour calculer ’OR nous avons établi un tableau de
contingence. Il est présenté sous forme de tableau croisé 2x2. Le statut
malade/non malade des sujets de 1’étude est présenté en colonne et le caractére

exposé/non exposé en ligne.

Malades Non-malades Total

Exposés
résence du facteur
B _ A b a+b
présumeé de risque de maladie)
Non-exposés
(Absence du facteur C d c+d
présume de risque de maladie)

Total a+c b+d atb+c+d

Tableau 4 : Tableau de contingence.

a/b/

OR = c/d

» Calcul de la P value : le seuil critique a priori est de 0,05 (risque a). Si la valeur
de p calculée a posteriori est inférieure a ce seuil, la différence entre les

parameétres est declarée statistiquement significative.
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I- Resultats
1. Caractéristiques épidémiologiques
Ce travail est une enquéte descriptive transversale du cancer du sein, a porte sur 50

dont 25 sujets atteintes d’un cancer du sein prouvé histologiquement et prises en

charge au niveau du service d’oncologie médicale et 25 témoins présumés seins.

1-1- Répartition de I’échantillon selon I’Age :

La moyenne d’age des témoins ¢était de 36 avec des extrémes de 20 a 60

La moyenne d’age de nos patientes était de 47 avec des extrémes de 20 a 80

La tranche d’age la plus concernée par la maladie est située entre 40 et 50 ans

Le nombre de cas diminue progressivement a la fois aussi bien chez les femmes plus

jeunes que chez les femmes plus agées

Tableau 5 : Répartition de la population (cas / témoins) selon 1’age

Tranches patientes fréquence Témoins fréquence
d’age

[20 -30[ 1 4% 12 48%

[30 -40[ 2 8% 4 16%

[40 -50[ 18 72% 5 20%

[50 -60[ 2 8% 4 16%

[60 -70[ 1 4% 0 0%

[70 -80[ 1 4% 0 0%




Chapitre 3 : Résultats et discussion

patientes

N/

® [20 -30[
® [30 -40[
u [40 -50[
® [50 -60[
u [60 -70[
u [70 -80[

Témoins

m [20 -30[
m [30 -40[
w [40 -50[
m [50 -60[
= [60 -70[
m[70 -80[

FigurelO : répartition des patientes et témoins selon 1’age

1-2- Reépartition des patientes selon L’4dge de ménarche :

La proportion des patientes dont I'age de la ménarche est précoce (< 11 ans)

est nettement plus faible soit 4% que celle des autres dont I'age de la

ménarche est >13 ans soit 44%. 13 patientes avaient un age de ménarche

entre 11 et 13 ans (52%).

Tableau 6: Répartition des patientes selon 1’age de la ménarche

Age de ménarche Effectifs fréquence

<11 1 4%

11-13 13 52%

14-16 8 32%

>16 3 12%
o<11
mnov-13
014-16
m>16

Figure 11 : répartition des patientes selon 1’age de ménarche
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1-3- Reépartition des patientes selon la Parité :

La répartition selon la parité, nous révele une recrudescence de ce type de

pathologies chez les femmes nullipares soit 28% par rapport aux femmes

multipares soit 72%

Tableau 7: Répartition des patientes selon le nombre d’enfants

Nombre d’enfant Effectifs Pourcentage%o
0 7 28%
1-3 10 40%
>3 8 32%
10 A

9 -

8 -

7 -

® | Effectifs

5 -

H Pourcentage%

4 -

3 -

2 -

1 -

0 .

lou3

Figure 12 : Répartition des patientes selon le nombre d’enfants

1-4- Répartition des patientes selon L’4ge de la premiére grossesse :

Dans notre série 5 patientes ont eu une grossesse leur premiere grossesse

apres 1’age de 30 ans (20%).
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Tableau 8 : Répartition des patientes selon 1’age de la premiére grossesse

L’age de la premiere | Effectifs fréquence
grossesse

15-20 3 12%
21-26 9 36%
27-32 3 12%
33-38 1 4%

39-44 2 8%

Pas d’enfant 7 28%

10
9
: /’\
6 / \ /
c / \ /
4 / \ // 9— Effectifs
; '—4 \\\// ——fréquence
1
o+ —lr a5 8

AN SR AR Y NP

N R S A C R 8"‘&@

%

Figure 13 : Répartition des patientes selon 1’dge de la premiére grossesse
1-5-  Répartition des patientes selon les antécédents familiaux de cancer
12 patientes présentaient des antécédents familiaux de cancer (48%).

Tableau 9: Répartition des patientes selon les antécedents familiaux de cancer

ATCD F Nombre Fréquence
Présence 12 48%
(sein,digestif, ovaire)

Absence 13 52%
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15
10 H Présence
(sein,digestif,
ovaire)
Absence B Absence

Présence...

Figure 14 : Répartition des patientes selon les antécédents familiaux de cancer
1-6- Reépartition des patientes selon la Localisation de la tumeur :

18 patientes présentaient un cancer du sein au niveau du sein gauche (72%).

La localisation bilatérale était retrouvée chez une patiente (4%)

Tableau 10: Répartition des patientes selon la localisation de la tumeur

Localisation de la | Effectifs Fréquence

tumeur

Sein droit 6 24%

Sein gauche 18 72%

Sein bilatéral 1 4%
Effectifs

H Sein droit
H Sein gauche

i Sein bilatéral

Figurel5 : Répartition des patientes selon la localisation de la tumeur
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1-7- Repartition des patientes selon Le type histologique :
La carcinome canalaire infiltrant représentait le type histologique prédominant
(92%)

Tableau 11: Répartition des patientes selon le type histologique

Type Effectifs Fréquence
CClI 23 92%
CLI 2 8%
Autre type 0 0%
25
20 +—
15 +—
u Effectifs
10 +— H Fréquence
5 o —
0 . ‘ i
CClI CLI Autre type

Figure 16 : Répartition des patientes selon le type histologique
2- Caractéristiques du polymorphisme C677T de la MTHFR

Nous avons procédé au génotypage de la MTHFR pour 25 patientes recrutées au
niveau du service d’oncologie médical entre mars et mai 2014, malheureusement un
probléme technique s’est rencontré au niveau du laboratoire de biologie moléculaire
et on a pas pu obtenir des résultats concernant le génotypage de la MTHFR.
Cependant nous avons utilisé des résultats de génotypages des travaux réalisés

auparavant au niveau du laboratoire de biologie.
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2-1-  Génotypage de la MTHFR

Photographie 1 :le profil de la digestion par Hinf |

La lecture des profils d’¢électrophoreése nous a permis de reconnaitre tous les
génotypes de la MTHFR des patientes. La répartition des différents génotypes et
alléles, pour les patients et nos témoins, est mentionnée dans la figure ci-dessous

E
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Tableau 12 : Fréquence génotypique du polymorphisme C677T de la MTHFR

Témoins Cancéreux
N % N %
CcC 8 32 CcC 8 40
CT 16 64 CT 11 55
TT 1 4 TT 1 5
Total 25 100 Total 20 100
120
100
80
60
40
20 I M Cancéreux N
0 - N B Cancéreux %
CcC CT TT Total
32 64 4 100
8 16 1 25
CC CT T Total

Figurel?7 : Repartition des différents génotypes de la MTHFR pour les patients et les

témoins.

Le génotype homozygote sauvage CC présente une fréquence de 32% , le génotype
hétérozygote CT presente une proportion de 64% et le génotype muté TT présente
une frégquence de 4% chez les témoins. Alors que chez les cancéreux le génotype
hétérozygote CT présente une fréguence de 55%, le génotype homozygote sauvage
CC présente une proportion de 40% et le génotype muté TT présente une fréquence
de 5%.




Chapitre 3 : Résultats et discussion

2-2- Répartition des fréquences alléliques dans les deux groupes :

Tableaul3 : Fréquence alléliques de la MTHFR dans la population malades et

témoins
Témoins Cancéreux
N % N %
C 32 64% 27 67.5%
T 18 36% 13 32.5%
Total 50 100% 40 100%

70

60

50

40

30

20

10

mCC

mCT

T

Cancéreux

Figurel8 : Répartition des différents génotypes de la MTHFR pour les patients et les

témoins.

- On observe que les fréquences alléliques sont presque similaires chez les deux

populations, et Les fréquences de ’allele C est plus importante que celle de 1’allele T.

La fréquence de I’all¢le C est de 64% chez les témoins et il est de 67.5% chez les

cancéreux, Cependant I’allele T présente une proportion de 36% chez les témoins et

de 32.5% chez les cancéreux

42
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Les résultats de I’analyse statistique réalisée dont le but de prospecter 1’association
possible entre le facteur de risque étudié (polymorphisme C677T de la MTHFR).

Sont mentionnés ci-dessous.

Tableau 14 : Fréquences genotypiques et alléliques du polymorphisme C677T de la

MTHFR chez la population témoin et chez les patients.

Patients Témoins

(n=20) (n=25) OR
géenotypage n %In |%
C/C 8 40 8 |32 1,42
CIT 11 95 16 |64 0.69
T/T 1 5 1 |4 1.26
CT+TT 12 60% 17 |68% |0,71
Alléle C 27 67.5% |32 |64%
Allele T 13 32.5% |18 |36%

La distribution des génotypes CC, CT et TT correspondait respectivement aux
proportions 40%, 55% et 5%. L’odds-ratio pour le génotype CC était 1,42 ( 95%IC=
0,42- 4,85) L’odds-ratio pour les génotypes TT et CT était respectivement et 1,26
(95% 1C=0,07-21,49) et 0,69 (95% IC 0,21- 2,29). La prévalence de I’allel (677T)
(CT+TT) dans cette population était de 0,71(95% IC 0,21-2,42). Nous avons retrouve
une plus grande incidence 1,26 fois de génotype TT et 0,69 fois de génotype CT chez
les patients par rapport au sujets sains. Nous avons également objectivé une modeste
augmentation du risque de cancer du sein chez les individus avec le génotype TT
compare a la population générale (OR=1,26 ; 95% IC=0,07-21,49).

II- Discussion

Dans notre série la moyenne d’age de nos patientes était de 47 ans, la tranche d’age

prédominante était entre 40-50 ans dans 72% des cas. L’étude de El Saghir NS,Khalil

F
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MK,Eid T et al (53) réalisée entre 1990 et 2000 concernant 1I’age médian des patientes
atteintes d’un cancer du sein dans les pays arabes a révélée que cette affection
survient chez les femmes de moins de 50 ans. En 2010 Najjar H, Easson et al (54)
dans une publication de 28 articles consacrés au cancer du sein dans le monde arabe
ont remarqué que cette maladie affecte les femmes dont la médiane d’age est de 45,5
ans. Les deux tiers (65,5%) des patientes avaient moins de 50 ans. L’age de la
ménarche de nos patientes était moins de 11 ans dans 4% des cas. Dans 96% des cas
nos patientes avaient eu leurs premiéres menstruations aprés 11 ans dont 11 patientes
apres 13 ans (44%). la plus part des études ont retrouvé que 1’age précoce de la
ménarche est un facteur de risque de cancer du sein. Le fondement biologique de cette
association correspondant a l’exposition précoce et prolongée a I’imprégnation
hormonale qui existe durant la période d’activité ovarienne. Cette exposition est

considérable lorsque les cycles menstruels sont réguliers. [55]

Dans 28% des cas nos patientes étaient nullipares. Dans 1’étude de Layde PM et al
Les femmes qui ont mené au moins une grossesse a terme avant 1’age de 30 ans
présentent, en moyenne, un risque de cancer du sein diminué de 25% par rapport aux
femmes nullipares. L’effet protecteur de la multiparité est proportionnel au nombre
d’accouchements. Les femmes qui ont eu de huit a neuf accouchements présentent des
risques réduits d’environ 30%, en comparaison avec celles qui ont eu cinq

accouchements. [56]

Des antécédents familiaux de cancer au premier degré ont été retrouvés dans 48 %
des cas, 50% de ces derniers sont représentés par le cancer mammaire. Ces données
ne rejoignent pas ceux de la littérature ou la fréquence du cancer du sein familial est
de 5-10%. (57).

Pour la majorité des patientes, le cancer du sein se localise le plus souvent au
niveau du sein gauche (72%). D’aprés perkins CL et al en 2004, apres une analyse
de 935. 419 incidents du cancer du sein unilatéral de 26 registres du cancer (1994-
1998) , basés sur la population qui couvre 40% de la population des Etats-Unis ,ils ont
observeé que le cancer du sein a d” environ 5% plus de chance d’étre diagnostiqué dans
le sein gauche que le sein droit [58] . C’est ce qu’a été confirmé par une étude

Islandaise effectué sur 2139 cas de femmes atteintes d’un cancer du sein dans les 40

g
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ans de période de 1948 a 1987, une prédominance au niveau du sein droit de 49% vs
44.04% pour le sein gauche. [59].

le carcinome canalaire infiltrant a représentait le type histologique le plus fréquent
dans 92% des cas. Dans 1’étude Britannique réalisée par Gillian K REEVERS et al
en 2006 incluant 11 869 femmes atteintes d’un cancer du sein, recrutées entre 1999-
2001 , le CCI représente 67.46%, [60]. Ces résultats ont été confirmé par 1’étude de
I’institut du cancer a Dakar , ou la fréquence de CCI était de 48.45% sur un

échantillon englobant 161 femmes atteintes du cancer du sein.[61].

Les résultats de notre étude ont montré qu’il y a une modeste association entre le
polymorphisme C677T et la susceptibilité du cancer du sein aussi bien pour les
mutants hétérozygotes CT que pour les homozygotes TT. On déduit que le
polymorphisme C677T représente une modeste augmentation du risque dans la
survenue du cancer du sein. I’étude Allemande publiée par Christina Justen hoven
et al en 2004, menait sur une population de 1412 sujets, 688 patientes atteintes d’un
cancer du sein et 724 témoins a montré qu’il n’y a pas une différence statistiquement
significative pour les hétérozygotes CT et les homozygotes TT . Cette étude n’a pas
retrouvé de relation entre le polymorphisme C677T de la MTHFR et le risque de

survenue du cancer du sein. [62]

Des résultats semblables ont été observés dans 1’étude de Wei-Yu Lin sur une
population de Taiwan en 2004. Cette étude portait 88 patients atteints du cancer du
sein et 344 témoins entre 1992-2000. Elle a montré une relation entre le
polymorphisme C677T et le risque du cancer du sein, mais la différence était

statistiquement non significative [63].

Ces résultats ont eté confirmes par celle rapporté par MarthaJ.Shrubsole et al en
2004, dans une étude menait sur une population chinoise de 1144 patients
diagnostiqués pour un cancer du sein et 1236 contrdles. Le polymorphisme C677T
n’est pas un facteur de risque pour le cancer du sein (différence statistiquement non
significative) avec un P=0.58 , mais 1’association de ce polymorphisme avec un taux
bas d’absorption du folate montre que ce polymorphisme augmente le risque du
cancer du sein particulierement chez les patients ayant un génotype TT (OR=2.16,
P=0.002). [64]

N1
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En 2000, une étude Britannique a montré que le génotype TT réduit le risque du
cancer du sein (OR=0.39).Cette protection n’était pas évidente pour ceux qui avaient
un taux bas des folates dans le sang ou qui prennent un régime alimentaire faible en
folates. [65]

Ce pendant des études plus récentes ont suggéré qu’une faible activité de la
MTHFR est associée a un risque accru de cancer du sein précoce. Il est possible que
cette contradiction avec nos résultats est peut étre liée a d’autres facteurs tel que
I’origine ethnique, le régime alimentaire et 1’environnement dans les différents pays

ou méme I’influence des facteurs de risque tels que la prise de contraceptifs oraux.

I’étude de Xinran Xu en 2007 sur une population de I’Island a montré que le
polymorphisme C677T est responsable de I’augmentation du risque du cancer du sein
[ 66] .L équipe de lan G Campbell et al dans un essai porté sur 335 patientes et 233
sujets présumé sains a trouve une association entre le polymorphisme C677T et le
risque du cancer du sein chez les femmes de moins de 40 ans. Cependant ce risque
n’était pas présent chez celles qui ont des antécédents familiaux d’un cancer du sein,
cette étude a montré que le polymorphisme C677T augmente le risque du cancer du
sein[67].




Conclusion

Conclusion

Plusieurs études ont démontré qu’il existe une relation entre le génotype TT et le
risque de survenue de cancer du sein, dans notre travail nous avons objectivé une
modeste augmentation de ce risque chez les individus avec le génotype TT comparé a
la population générale. Il serait intéressant de continuer ce travail préliminaire par une
analyse moléculaire sur une population plus large et d’intégrer I’étude d’autre géne de
susceptibilité, afin de décrypter les mécanismes de la cancérogenése, d’établir les

corrélations génotype-phénotype, et également d’identifier les sujets a haut risque.
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Annexe 1 :Classification histologique des cancers mammaires

Tableau 1 : Classification histologique des cancers mammaires préconisée par

'Organisation Mondiale de la Santé (Tavassoli, 2003)

Tumeurs épithéliales malignes

Carcinomes non infiltrants
« Carcinome canalaire in situ (intracanalaire) (CCIS)
» Carcinome lobulaire in situ (CLIS)
Carcinome canalaire infiltrant de type non spécifique (canalaire TNS) (40 a 75%)
+ Carcinome de type mixte
» Carcinome pléomorphe
- Carcinome avec cellules géantes ostéoclastiques
»+ Carcinome avec aspects choriocarcinomateux
+ Carcinome avec aspects mélanocytaires
Carcinome lobulaire infiltrant (5 a 15%)
Carcinome tubuleux (2 & 7%)
Carcinome cribriforme infiltrant (0,8 & 3,5%)
Carcinome médullaire (1 a 7%)
Carcinome produisant de la mucine
+ Carcinome mucineux (2%)
» Cystadénocarcinome et carcinome a cellules cylindriques sécrétantes
+ Carcinome a cellules en bague a chaton
Tumeurs neuroendocrines du sein (5 a 10%)
» Carcinome neuroendocrine de type solide
» Carcinoide atypique
» Carcinome a petites cellules
+ Carcinome neuroendocrine a grandes cellules
Carcinome papillaire infiltrant (<1 a 2%)
Carcinome micropapillaire infiltrant (<2%)
Carcinome apocrine
Carcinome métaplasique (<5%)
+ Carcinome métaplasique de type épithélial pur
-« Carcinome épidermoide
» Adénocarcinome avec métaplasie a cellules fusiformes
+ Carcinome adénosquameux
+ Carcinome mucoépidermoide
+ Carcinome métaplasique mixte a composante épithéliale et conjonctive
Carcinome a cellules riches en lipides (<1 a 6%)
Carcinome sécrétant (<0,15%)
Carcinome oncocytique
Carcinome adénocide kystique (0,5%)

)
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Carcinome a cellules acineuses

Carcinome a cellules claires (riches en glycogene)
Carcinome sébacé

Carcinome inflammatoire

Maladie de Paget du mamelon

Tumeurs myoépithéliales

Myoépithéliome malin

Tumeurs mésenchymateuses malignhes

Hémangiopéricytome
Fibrosarcome
Schwannome malin
Angiosarcome
Liposarcome
Rhabdomyosarcome
Ostéosarcome
Léiomyosarcome

Tumeurs malignes mixtes épithéliales et conjonctives

Sarcome phyllode
Carcinosarcome

Lymphomes malins

Lymphome B diffus a grandes cellules
Lymphome de Burkitt

Lymphome du MALT de la zone marginale
Lymphome folliculaire

Métastases mammaires

Tumeurs du sein de '’lhomme

Carcinome in situ
Carcinome infiltrant

v
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Annexe 2 : syndromes cliniques de prédisposition héréditaire au cancer du sein

Syndrome (transmission)

Prédisposition
héréditaire (PH)
au cancer

Syndrome
héréditaire
comportant
un risgque
de cancer

PH au cancer du
sein et de ['owvaire
{autosomigue
dominants)

Syndrome de
Li-Frauwmeni
{autosomigue
dominants)

PH au cancer de
l'estomac ou
cancer gastrigque
diffus héréditaire
{autosomigue
dominants)

Maladie de
Coweden
{autosomigue
dominants)

Syndrome de
Peutz-lJeghers
{autosomigue
daminante)

Fréquence

1500

1730000

1200000

1100 000

Spectre tumoral

Cancers du sein,
owvaire, prostate,
pancréas

Cancers du sein
prémeénopausigue,
sarcomes (0sseux,
tissus mows),
tumeurs cérébrales,
corticosurrénalomes
Leucémies, cancers
broncho-alvéolaires

Cancer diffus de
I'estomac, cancer du
sein de type
lobulaire

Cancer du sein,
thyroide
Carcinome rénal &
cellules claires,
mélaname

Calon, rectum,
owvaire, testicule,
sein

Manifestations
autres

Lésions
cutanéomugueuses
{l&sions papuleuses,
papillomatose,
trichilemnomes,
ké&ratose acrale),
polypes
hamartomateusx
gastro-intestinaux,
goitre multinodulaire,
mastose fibrokystique

Polypes
hamartomateux
gastro-intestinaux

Lentiginose buccale

Géenes
(localisation)

BRCAT (17g21)
BRCAZ (13q1.2)

TP53 (17p13)

CDHT (1eg22)

PTEN (10g23)

STK11 (19p13)

Tablaeu : Principaux syndromes cliniques de prédisposition héréditaire au

cancer du sein

Annexe 3 : Les mutations du géne MTHFR

R/
¢

Le polymorphisme T1317C :

Le polymorphisme identifié au niveau de la paire de base 1317 est une substitution

d’une thymine en cytosine, cette substitution n’altére pas la séquence des acides

aminés.

Dans un groupe de 38 femmes canadiennes, la fréquence du variant allélique

T1317C est de 0.05 et elle est de 0.39 chez 9 femmes d’origine afro-américain .
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% Le polymorphisme G1793A :
Récemment Rody et al ont démontrés une substitution d’une guanine en adénine au
niveau 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) .

% Le polymorphisme T1081C :
Chez une famille de parents consanguin avec 4 enfants présentant une
hyperhomocystéinémie, une hypométhionémie et spécifiguement une protéine
MTHFR non détectable au niveau des globules rouges, Tonetti et al. ont détécté la
mutation T1081C au niveau de 1’exon 6. Il s’agit d’une conversion d’arginine en une
cystéine.

% Le polymorphisme A983G :
Chez une femme d’origine grecque, Kluijmans et al. ont identifiés une
mutation homozygote au niveau du nucléotide 983 du gene MTHFR avec une sérine
au lieu d’une aspergine en position 324 (N324S) de la protéine MTHFR. Sibani et al.
ont montré que cette mutation diminue ’activité enzymatique de la protéine MTHFR
de 36% et que 1’association de cette mutation avec le polymorphisme C677T diminue

’activité de la protéine de 50%.

% Le polymorphisme G1027T :
Chez un enfant d’origine Turque, Kluitjmans et al. (114) ont identifiés une
transition homozygote de G en T en position 1027 sur le géne MTHFR. Cette
mutation converti un tryptophane non conservé en une glycine (W339G). Ce patient

présentait aussi la mutation homozygote C677T .

s Le polymorphisme T1084C :

Une transition homozygote en position 1084 de C en T a été identifiée au niveau

)
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du nucléotide 1084 sur le cDNA du géne MTHFR. Cette mutation résulte en CGA
(Arg) convertis en TGA (codon stop) .

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

consanguins et d’origine turque .

Annexe 4 : questionnaire

Fiche de prise en charge

Date du questionnaire |

Service oM [ ] RT

Numeéro du dossier |

Initiales de la patiente :

Age poids taille
Profession lieu de naissance

Adresse

Tel :

Situation familiale M |:| C |:| D |:|

Date de la consultation |

ATCD personnel HTA [ ] DD [ ] DNID
Autres

ATCD familiaux

[ ]
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Activité génital AG+ [ ] AG- [ ]

Age Ménarche Age de mariage Age lere grossesse
Nbre d’enfants vivants Nbre de gestes Nbre ABRT
Contraception Oui [] Non [] Type
Tabac Passif [] Actif []

Statut socioéconomique Haut [ | Moyen [ ] Bas [ |
Evolution de la maladie Mois

CDD de la maladie

Type du cancer

Date du prélevement d’ADN |

Date derniere consultation |

Etat derniére consultation sans maladie [ ] avec maladie [ ]

Annexe 5 : 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 :5
laisser 10 mn dans la glace

- Centrifuger 15 mn a 3900 rpm

- Aspirer le surnageant avec la trompe a vide

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

- Compléter a 25 ml avec du TE 20 :5 et laisser 10 mn dans la glace
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- Centrifuger dans les mémes conditions que la premiére fois

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

2- Extraction de ’ADN :

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

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

- Ajouter 200 pl de SDS a 10%

- Ajouter 100ul de protéinase K a 10 mg/ml

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

- Le lendemain, refroidir dans la glace

- Ajouter 1 ml de NaCl 4M et agiter vigoureusement a la main

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

- Centrifuger 15 mn & 2500 rpm

- Transvaser le surnageant dans un tube falcon de 50ml, ajouter 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 si la pelote ne se forme pas

- Récupérer la pelote d’ADN avec une pipette pasteur et la rincer deux fois dans
1’éthanol a 70 %

- Mettre la pelote dans un tube nunc

3- Solubilisation :

-Ajouter entre 300 et 1000 pul 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 a 2 jour).
Annexe 6 : Réactif

-TE 20 :5: (Tris 20 mM, EDTA 5 mM, pH 7.5) auto clavé
Tris : 2.422 g/l
EDTA :1.86 g/l

)
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Ajuster le pH avec HCL 1 N

-TE10:1:(Tris 10 mM, EDTA 1mM, pH 7.4) autoclavé
Tris : 0.606 g

EDTA : 0.1869 g pour 500 ml

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 a -20°C, tube entamés a +4°C
- NaCl 4M

- Ethanol absolu

- Ethanol 70%

- Bleu de Bromophénol (BBP) : BBP 20mg
Tris 0.5M : 2ml

Glycerol : 5ml

PH7.5

Qsp 10 ml H20

TBE 10X: Tris 108g

Acide borigque 559

Ajuster le PH a 8.3 avec I’acide acétique glacial
EDTA 9.3g
QSP 1L H20
Dilutions des solutions meres utilisées pour la PCR :
= dNTP solution mére (25 mM)
dNTP solution fille 2.5 mM : 10 ml de dNTP solution mere + 90 ml H20
(Dilution au 1/10 iéme)
=  MgCI2 solution mére 50mM
MgCI2 solution fille 25mM : 1 volume MgCI2 + 1 volume H20 (dilution 1/2).
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Annexe 7:

Tableau : Préparation du milieu réactionnel de la PCR

constituants Volume
Tampon (10X) 5uL
DNTP (2mM) 5pL
MgCI2 (25mM) 3uL
Amorce F (100uM) 0.2uL
Amorce R (100pM) 0.2uL
Taq polymerase (5U/uL) 0.4pL
Eau distillée stérile 5.2uL
Annexe 8 :
Tableau : Préparation du gel d’agarose 2%
Composition du gel d’agarose 2% | Quantité
Agarose 29
TBE (X1) QSP 100
BET (Bromure d’ethidium) 10 pl

Annexe 9 :

Tableau : préparation du milieu de digestion par I'enzyme Hinfl

Milieu de digestion

Quantité en mi

Tampon 4
Hinfl 1
H20 5
BSA 0.2
Volume total 10
Produit de PCR 30
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Résumé

Plusieurs études épidémiologiques ont montré que la déficience en folates peut provoquer des
Iésions de I'ADN conduisant a une instabilité génétique et l'augmentation du risque de
plusieurs cancers, notamment le cancer du sein. La MTHFR est une enzyme clé dans le
métabolisme des folates.,Le statut cellulaire en folates dépend non seulement de 1’apport
alimentaire en folates mais aussi de déterminants génotypiques. Le polymorphisme du géne
C677T de la MTHFR peut conduire a une activité réduite et étre un facteur de risque.
L’objectif de notre travail était d’explorer 1'association possible entre la variante du gene de la
MTHFR C677T, et la survenue du cancer du sein chez les patientes admises au service
d’Oncologie médicale du Centre Anticancéreux de Constantine.

Patientes et méthodes

L’ADN génomique a été extrait a partir du sang total périphérique de 50 sujets, 25 patientes
atteintes d’un cancer du sein admise au service d’oncologie médicale du CHUC et 25 femmes
présumeées saines, sur des tubes acide éthyléne diamine tétraacétique (EDTA), suivant la
technique au NaCl

La Détection du polymorphisme de la MTHFR a été réalisée par PCR- RFLP ou (Polymérase
Chaine Réaction - restriction fragment length polymorphism), utilisant I’enzyme de restriction
Hinf I .

Résultats

Malheureusement nous avons pas obtenu des résultats concernant 1’étude du polymorphisme
du gene C677T de la MTHFR parce que nous avons rencontré un probléme technique. Nous
avons procédé a 1’analyse des résultats qui ont été réalisés auparavant au niveau du laboratoire
de biologie et génétique moléculaire.

La distribution des génotypes CC, CT et TT correspondait respectivement aux proportions
40%, 55% et 5%. L’odds-ratio pour le géenotype CC était 1,42 ( 95%IC= 0,42- 4,85) L’odds-
ratio pour les génotypes TT et CT était respectivement et 1,26 (95% 1C=0,07-21,49) et 0,69
(95% IC 0,21- 2,29). La prévalence de I’allel (677T) (CT+TT) dans cette population était de
0,71(95% IC 0,21-2,42). Nous avons retrouvé une plus grande incidence 1,26 fois de
génotype TT et 0,69 fois de génotype CT chez les patients par rapport au sujets sains. Nous
avons également objectivé une modeste augmentation du risque de cancer du sein chez les
individus avec le génotype TT comparé a la population générale (OR=1,26 ; 95% IC=0,07-
21,49).






Abstract

Several epidemiological studies have shown that folate deficiency may cause DNA
damage leading to a genetic instability and increased risk of several cancers, including
breast cancer. MTHFR is a key enzyme in folate metabolism . , The cell folate status
depends not only on the dietary intake of folate but also genotypic determinants. The
discomfort C677T MTHFR polymorphism may lead to reduced activity and be a risk
factor. The aim of our study was to explore the possible association between the gene
variant of MTHFR C677T , and breast cancer occurred among patients admitted to the

Medical Oncology Service Anticancer Center Constantine.

Patients and methods

Genomic DNA was extracted from whole peripheral blood of 50 subjects , 25 patients
with breast cancer admitted to the Medical Oncology Service CHUC and 25 healthy
women alleged , on ethylene diamine tetraacetic acid tubes (EDTA ) following the
technique NaCl.

Detection of MTHFR polymorphism was performed by PCR- RFLP ( polymerase
chain reaction - restriction fragment length polymorphism ) , using the Hinf I

restriction enzyme.

results

Unfortunately we have not achieved results concerning the study of gene C677T
MTHFR polymorphism because we have a technical problem . We analyzed the
results that have been achieved previously at the biology and molecular genetics
laboratory.

The distribution of genotypes CC , CT and TT respectively correspond to the
proportions 40 %, 55% and 5%. The odds ratio for the CC genotype was 1.42 ( 95%
Cl =0,42- 4,85) The odds ratio for CT and TT genotypes was respectively 1.26 ( 95
% Cl =0, 07 to 21.49 ) and 0.69 (95 % CI 0,21- 2,29 ) . The prevalence of allel (
677T ) (CT + TT) in this population was 0.71 (95 % CI1 0.21 to 2.42 ) . We found a
greater incidence of TT genotype 1.26 times and 0.69 times CT genotype in patients
compared to healthy subjects. We also objectified a modest increase in risk of breast
cancer in individuals with the TT genotype compared with the general population (
OR =1.26;95% Cl =0.07t0 21.49) .
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et risque de cancer du sein
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Plusieurs études épidémiologiques ont montré que la déficience en folates peut provoquer des lésions
de I'ADN conduisant a une instabilité génétique et I'augmentation du risque de plusieurs cancers,
notamment le cancer du sein. La MTHFR est une enzyme clé dans le métabolisme des folates. Le
statut cellulaire dépend non seulement de 1’apport alimentaire en folates mais aussi de déterminants
génotypiques. Le polymorphisme C677T du géne de la MTHFR peut conduire & une activité réduite
et étre un facteur de risque.

L’objectif de notre travail était d’explorer 1'association possible entre la variante du géne de la
MTHEFR C677T, et la survenue du cancer du sein chez les patientes admises au service d’Oncologie
meédicale du Centre Anticancéreux de Constantine.

Patientes et méthodes

L’ADN génomique a été extrait a partir du sang total périphérique de 50 sujets, 25 patientes atteintes
d’un cancer du sein admise au service d’oncologie médicale du CHUC et 25 femmes présumées
saines, sur des tubes acide éthyléne diamine tétra-acétique (EDTA), suivant la technique au NaCl.

La Détection du polymorphisme de la MTHFR a été réalisée par PCR- RFLP ou (Polymérase Chaine
Réaction - restriction fragment length polymorphism), utilisant I’enzyme de restriction Hinf | .
Résultats

Malheureusement, un probléme technique est survenu et nous n’avons pas pu analyser les résultats
concernant 1’étude de polymorphisme du géne C677T de la MTHFR. Par conséquence nous avons
procédé a I’analyse des résultats qui ont été réalisés auparavant au niveau du laboratoire de biologie et
génétique moléculaire.

La distribution des génotypes CC, CT et TT correspondait respectivement aux proportions 40%, 55%
et 5%. L’odds-ratio pour le génotype CC était 1,42 (95%IC= 0,42- 4,85) L’odds-ratio pour les
génotypes TT et CT était respectivement 1,26 (95% 1C=0,07-21,49) et 0,69 (95% IC 0,21- 2,29). La
prévalence de I’allel (677T) (CT+TT) dans cette population était de 0,71(95% IC 0,21-2,42). Nous
avons retrouvé une plus grande incidence 1,26 fois de génotype TT et 0,69 fois de génotype CT chez
les patientes par rapport au sujets sains. Nous avons également objectivé une modeste augmentation
du risque de cancer du sein chez les individus avec le génotype TT comparé a la population générale
(OR=1,26 ; 95% 1C=0,07-21,49).
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