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Introduction

Le cancer du sein occupe, aujourd'hui, uneepf@imordiale en cancérologie. Il s’inscrit
en effet comme le cancer le plus fréquent et pdifiement dans les pays industrialisés avec
plus d’un million de nouveaux cas par an a I'éahetiondialg(Francois etal., 2007),Il est
situé au premier rang en terme d’incidence et deatig féminine par cancer dans le monde
nettement devant le cancer colorectal et le cadaepoumon , de nos jours, on considéere
gu’une femme sur huit développera un cancer du aginours de sa vie, comparativement,
chez I'homme ce cancer est extrémement rare eecoa moins de 1 % de tous les cancers
du sein . Cette pathologie reste la principale ealesmortalité féminine en Algérie et dans le

monde et demeure donc un probléme majeur de sabliée.

La carcinogénese mammaire est un processus dioitit de transformation de cellules
normales par de multiple étapes aboutissant auraatation des altérations génétiques
héréditaires responsable des formes héréditamesadcer du sein ou bien des formes
sporadiques dues a une combinaison de facteursi abiem génétiques qu’

environnementaux , cette maladie multifactorieffedue a plusieurs facteurs de risque tel
gue l'age, le mode de vie, l'obésité et plusieatdre facteurs et essentiellement les

antécédents personnels et familiaux qui constituemisque majeur de cancer du sein .

La localisation puis I'identification de gengs prédisposition héréditaire au cancer du sein
ont constitué une avancée scientifique majeure dmrompréhension du cancer du sein
familial (Bonadona&Lasset, 2003)Le BRCAZEst I'un des genes bien étudiés associés au
cancer du sein. Le gene BRCAL est un des genesaddagtaille, situé sur le chromosome 17
et contenant 22 exons. Il joue un role essenties da sauvegarde de l'intégrité de 'ADN. Des
mutations délétéres dans ce gene peuvent enti@ieeaccumulation de dommages a I'ADN
qui prédisposent a la carcinogenése. Les femmédsysas du génotype muté BRCAL ont un
risque de 70% a 80% de développer un cancer duasein age précoce. Plus de cent
mutations germinales du géne BRCAL ont été décdtss des familles présentant de
nombreux cas de cancer du sein, la grande mapgiémutations affectant ce géne entraine
un changement du cadre de lecture conduisant aréhpématuré de la traduction et a la
production de protéine tronquée. Un certain nondweréarrangements différents ont été
trouvé au niveau de I'exon 13 du gene BRCAL, dé&tidés et duplication (ins6KbEx13) ont
éte détectées chez plusieurs patientes respondabtancer dgein (Brant etal., 2005 ;
Anja et al., 2016).




Introduction

Notre travail est divisé en deux parties, la premist basée sur I'étude épidémiologique (en
utilisant des dossiers cliniques de patientesk kle I'Algérie admises au le service du CAC
du CHU de Constantine et la deuxiéme, correspamnteatude moléculaire sur trois patientes
atteintes de cancer du sein et présentant destdetds familiaux (étude de I'exon 13 du gene
BRCAL1 prédisposant au cancer du sein) dans ledut d

v' déterminer les facteurs de risques du canceredudans notre
population.

v mette au point la PCR et la technique de séquengad’exon 13
du gene BRCAl dans le laboratoire de biologie etégque
moléculaire a Constantine afin de chercher des taebes
altérations génétiques.
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Chapitre | : Rappel anatomique et physiologique du sein

1. le sein
Les seins sont des structures paires situééa paroi thoracique antérieure, dans la région

pectorale. lls sont présents aussi bien chez lesrtes que les femmes, mais sont plus

proéminents aprés la puberté chez la femme.

Les seins contiennent les glandes mammaires, Qestglande accessoire de 'appareil
reproducteur féminin. Les glandes mammaires sanpiimcipales structures impliquées dans
la lactation(Kammath, 2022).

2. Anatomie du sein

2.1 Sur le plan externe
Le sein contient trois zones : la peau, I'aréolie ehamelon.

+ La peau: lisse et mince qui présente des veines au arita grossesse et la lactation.
L’épiderme est adherent au fascia pré-mammairesigaitractus fibreux. Elle ne glisse
pas sur les tissus sous adjacent, elle est séganéeglande par le muscle mamillaire, fait
des fibres radiés.

« L’'aréole : est un disque cutanée (forme circulaire) de al830 mm de diametre qui
s’agrandit au cours de la grossesse, elle a ureatimn rosée chez les blondes et une
couleur brunatre chez les brunes et d’'un noirchat les noir qui va étre plus foncée a
mesure que la grossesse évolue, en trouve ausgil@lii2 glandes autour de I'aréole qui s
appelles les glande aréolaires , ces saillies antgnede volume pendant la grossesse.

« Le mamelon: est cylindrique et a une dimension variable d’peesonne a l'autre de 1
cm de longueur et de 8 a 15 cm de largeur. Son sbrast perforé par les orifices des

conduits lactiferegMaurois & Kamina, 2007).
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1- Cage thoracique

2- Muscles pectoraux
3- Lobule

4- Mamelon

5- Aréole

6- Conduit galactophore
7- Tissu adipeux

8- Peau

Figure 01 : coupe anatomique simplifiee et schématie d’'un sein (Duconge , 2009).

2.2 Sur le plan interne :
* Laglande mammaire
La glande mammaire est une glande exocrine ldofuinction est la sécrétion lactée. Elle
est située dans I'aponévrose superficielle de taipghoracique antérieure, elle est constituée
de 15 a 20 lobes de tissu glandulaire de type tulvieolaire(Blank, 2018)chaque lobe est
lui-méme constitué de 20 a 40 lobules, et chaghaléocontient 10 a 100 alvéoles ou acini

qui sont considérés comme des unités de base.

Les lobes sont séparés par du tissu conjalatise et sont entourés par de tissu adipeux
abondant dans la majorité des glandes mammaires.
Les lobules sont entourés par de tissu conjonetitd mais un peu moins que celui qui sépare
les lobes. Le réle de lobules est de produireiteerapériode d’allaitement.
L’acinus ou l'alvéole est une cavité arrondie emfe de cul de sac qui constitue la partie

sécrétrice de la glandgari, 2017).

Le lobe glandulaire se draine par un caakaophore ou conduit lactifére, ces canaux
convergents vers le mamelon, ils s’élargissent faumner les sinus lactiferes.

Les canaux s’ouvrent sur le mamelon par une dizdééngoregRoux, 2013).

» Tissu adipeux et conjonctif

Sont liées au tissu glandulaire, leur quantitéeasgrande partie responsable du volume des

seins. On distingue deux couches :
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- La couche antérieure préglandelaglle est cloisonnée par des travées

conjonctives : les ligaments de Cooper qui reliamteau a la glande.
- la couche postérieure qui est limitée par leitasuperficie(Harold, 2007).

» Vascularisation et systéme Lymphatique :

La vascularisation du sein est trés importareselin est un organe hautement vascularisé.
On distingue l'artere principale mammaire internecgterne et des branches issues de la
troisieme, quatrieme et cinquieme artere interéestdendant la grossesse et 'allaitement le

sang artériel améne les nutriments nécessairebrlaation du laitMicheline etal., 2007 ).

Concernant le systeme veineux, le réseau veineafgmt assure un drainage vers les veines
thoraciques internes, la veine axillaire et lem@siintercostales.

Le réseau superficiel péri-aréolaire et péri-mamedire (le cercle veineux de Haller)
organisés en cercle autour de I'aréole du seiihleishez la gestante et I'allaitante.

La bonne connaissance de la vascularisation mammarmet la réussite de la reconstruction

mammaire apres traitement d’un cancer du sein.

Le sein est parcouru de vaisseaux sanguihs edisseaux lymphatiques. Les vaisseaux et
les ganglions lymphatiques composent le systemphwatique qui assure la défense

immunitaire.
Au niveau du sein, les ganglions lymphatiques sianés:

- au niveau de l'aisselle (ganglions axillaires)
- au dessus de la clavicule (ganglions sus-cléaiias)
- sous la clavicule (ganglions sous-claviculaires)

- a l'intérieur du thorax (ganglions mammairegines)Channell ; 2019).
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Figure 02 : les ganglions Lymphatiques (Kari, 2017)
* Innervation :

Les téguments du sein contiennent tous lestérorecepteurs cutanés.
I'aréole et le mamelon contiennent un plexus neniatradermique trés dense possédant des

corpuscules génitaux.
La sensibilité du sein est garantie par des netEn@s, on distingue deux groupes de nerfs :

- Nerfs superficiels cutanés issus des plexus céydicachial et
des nerfs intercostaux

- Nerfs profonds

Les informations sensitives sont véhiculées par les nerfs intercostaux jusqu’a la colonne dorsale de la

moelle spinale ou ils font synapse (Brettes etal., 2007 ).

Pendant I'allaitement, lorsque le békié,tla succion stimule les terminaisons
nerveuses, un message est envoyé donc au ceretiawstanulation du mamelon et de
I'aréole par le bébé est responsable de la séorédée hormones de la lactation par
I'hypothalamugBeaudry & Chiasson, 2006).
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3. La physiologie du sein

L’architecture de tissus sécréteur ou parenchymka dgande mammaire est constitué d’'un
ensemble de lobe subdivisé en lobules eux mémeéfodiacini ou la fonction sécrétrice est
assuré , ces acini se connectent a des canaurtrajoniveau du mamelon , tout se systeme
est organisé autour d'un arbre galactophoriqueartispdans tout le tissu fibreux et le tissu
adipeux pour former la masse principale du s€latte structure reste primitive et atrophique
chez 'hnomme car il n'y a pas de besoin physiologide production de lait .

Le développement de la glande mammaire avecoe différents stades de la vie d'une
femme est I'aboutissement d’'un long processus diipication et de différenciation des
cellules souche au niveau du parenchyme et du atemtissu mammaire, débuté de la vie
foetale jusqu’a la ménopause étape par étape chadeinees étape est contrdlée par
'association d’hormones dans les rapports des esdrations bien définie est agissant de
maniéere séquentiellesiéléne &Djiane, 1988).

Le développement du sein pendent la vie #gtequ’a la naissance ne dépend pas des
hormones sexuelles, il est exposé aux hormoneemkice qui stimulent la croissance des
premieres ébauches de la glande mammaire, cetteedemreste rudimentaire jusqu’a la
naissance et se limite a quelque canaux dépourakgédles qui se terminent par des
bourgeons constitués de cellules épithéliales.

Au début de la puberté et sous l'influence ldermones stéroides ovariennes cestrogene et
progestérone en association avec les hormones alssamce telle que le GH et les
corticostéroides pour provoquer la croissance dpitliélium canalaire et le stroma en
conjonction avec le développement des alvéolescédamux d'épithélium commencent a
s’allonger et pénétrent la couche lipidique de telgein ce qui entraine une augmentation de
sa taille.

Le sein pendant la grossesse atteint sorloj@ement maximal en préparation a
lallaitement a cause d'une augmentation signifieatdes taux de progestérone et
d’cestrogene qui provoquent tous les deux une s@crées taux plus élevé de prolactine qui
agit pour stimuler la*Mammogenésgé, ce qui conduit & une croissance marquée du sgstém
lobulo-alvéolaire qui prend la place du tissu adipe
Au période de lactation, la progestérone et Fogsine chutent rapidement a des niveaux trés
bas contrairement a la prolactine qui reste a desanx €élevés ; plus I'ocytocine comme
compagnon agissent de maniére intégrée pour peerlatt’lactogenese” Au cours de la

ménopause le corps de la femme subit des changemenphologiques dont le sein, tous ces
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changements étant étroitement liés a la perte niiboes stéroides, Ce manque de stimulation
hormonale se traduit par une atrophie de la glamgi@maire par diminution progressive de la
quantité de tissu glandulaire et une augmentationissu adipeux dans le seixefbeke,
2010).
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Figure 03 : Représentation schématique du déloppement de la glande

mammaire (Laud, 1999).
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1. Le cancer du sein
Le cancer du sein est le cancer le plus fréigcieez la femme et la deuxiéme cause de

déces parmi tous les cancers. Il se développeta gas cellules initialement normales
qui constituent la glande mammaire. Ces cellulesra@sforment et se multiplient de
facon anarchique et excessive par des mutatiordestinstabilités génétique (anomalie
cytogénétique) pour former une masse cellulaireekd@p tumeur malignéNational
Cancer Institute, 2018 ; Corgne, 2016).

2. Epidémiologie

2.1 Epidémiologie descriptive

Les derniéres statistiques mondiales affirment quelque résultat pour le cancer du sein :

Dans le monde

D’apres les résultats annoncés en 2020, Le nonthoaside cancer du sein dans le monde est
de 2261419 soit un pourcentage égal a 11.7% etuxnde mortalité par cette maladie égale a
6.9% soit 9958133 cas.

2419(11.7%)sein )

Poumon
2206 771 (11.4%)

Autre cancer

8 275 743 (42.9%) Colorectale
1931 590 (10%)
Prostate
1414 259 (7.3%
Oesophages Estomac
604 100 (3.1%) 1089103 (S:6%)

4w

utérus 905677 (4.7%)
604 127 (3.1%)

Total: 19292 789 cases

Figure 04 : le nombre de cas en 2020, deux sexesjttage (Cancer today, 2020)

En Afrique

Les résultats different selon la région, le poutage dans le nord africain est de 49.5% et la
mortalité est de 18.8%, par contre dans le suéaudi Afrique en trouve 50.4 % de cas.
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Dans l'est et le milieu africain, les pourcentagmst presque égaux et sont de 33% dans l'est
et de 32% et dans le milieu.

Tableau | : Les statistiques d’incidence et de modtité du cancer du sein (Cancer today,
2020)

Incidence Mortalit
deux sex Males Females Deux sexe Males Females
Nouveaucas - Nouveau cas - Nouveau cas e Morts rend Morts s Mort -
074 (%) s nsque s s nsque
OuestAfrkaics 45209 19 ' OM(%). 4709 OMbE  u00 Ok o MW a0 04N
Cenrtre Africane 17 8% 14 . . 17 896 14 9500 193 . . 9500 193
Nort ofricaine 57128 Y . . ST128 5 54 189 . < A5U 189
Sud Afrcaine 16526 53 16526 53 509 120 . .~ 509 170
Est africane 8339 L) . . H3139 448  B6% 247 . 5626 247
Caribbe un 548 uwnm 548 SEM 200 . . 504 200
Centre americaine 38916 3 . . W96 Lbi! 049 116 . 04 1.16
Sud Americane 15402 614 15472 614 4168 150 . - 4168 150
Nord Americane 819 wn . . MM/ n 440 1.3 . - 840 1.36
Easte Agie 551 636 L) . . 551636 0 W 3 N 113
Sud est asie 158939 4% . . 8939 44 M6N 165 58 670 165
Sud central Asia 254 881 18 . . 25488 288 149 150 . < 14905 150
Ouest asie NS 500 . . §0NS 500 20048 n 20943 n
Centre et East Européenne 158 08 628 . . 158 08 628 51488 175 51488 1.75
Ouest Européenn 169016 96 . . 169 016 565 470 5 43 06 165
Southern Europe 120185 L) . . 120 185 845 8607 144 . « 8607 144
Nort Europeenne 817 9.35 . . 8m 935 1794 145 . o 1794 145

En Algérie

Le pourcentage total des cas en Algérie est 21 &% Ips deux sexes mais pour les femmes
seulement, il est de 40,3%.

2.2 Epidémiologie analytique
Bien que certains facteurs de risque du canceeitiussient connus, ce cancer est considéré
comme une maladie multifactorielle parce qu’il eeglusieurs facteurs inconnues et les

causes exacte du cancer du sein ne sont pas bzdé&s.

2.2.1 L’age et sexe
L’'age est le facteur de risque le plus impdrtancancer du sein, 'dge moyen de survenue

de cancer du sein est de 55 ans. Le cancer desebeaucoup plus agressif chez une femme
jeune que chez une femme ménopauseée. C’est unrcpra exclusif de la femme. Il est

100 fois moins fréquent chez I'homrftespié etal., 2012).
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2.2.2 Les facteurs hormonaux endogenes

La puberté et la ménopause

La survenue des premiéres regles avant 'age @m4daugmente le risque de cancer du sein,

aussi les femmes qui ont leur ménopause apréss5 an

La nulliparité

Parmi les premiers facteurs qui favoriserai@rsturvenu du cancer du sin, la nulliparité, ce
risque a été prouveé par une comparaison des femuiesont pas eu d’enfant et les femmes
gui ont eu au moins une grossesse chez qui leeridgwancer est réduit de 25%.

Plus 'age de la premiére grossesse est jplusela protection est grande, dans ce cas la
différenciation des glandes mammaires est ensuibénansensible a l'effet de divers
carcinogenese et l'inverse, plus la grossessemhve plus le risque de cancer est supérieur

gue celui des femmes nullipares.

L’allaitement

Les dernieres études montrent que l'allaitemem adle protecteur contre le cancer du sein
(diminution de 4% pour chaque année d’allaitemergtte protection est due a la sécrétion de
la prolactine dans la période anovulatoire avecadioeétion des cestrogenes.

2.2.3 Les facteurs exogenes
Contraceptifs oraux

Malgré les recherches menées sur ce samiisl 60 ans, aucune affirmation sur la
relation entre le cancer et les contraceptifs né éiablie. Certaines études retrouvent un
risque de l'ordre de 1.5 chez les femmes jeunemtaytilisé des CO pendant 5 ans.

Traitement hormonal substitutifs (THS)
Un grand nombre de chercheurs ont éstjue le traitement hormonal substitutif de la
ménopause, S'il est associé avec un cestro-profiestaimente le risque de cancer du sein

post -ménopausique. Le risque est lié a la dundididation du traitement.

2.2.4. Les caractéristiques staturo-pondérale, lautrition et la sédentarité

0 Le poids : plus le poids est élevé plus le risqatteinte par le cancer du sein

est élevé aussi.
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o Une alimentation riche en graisse et la consommatialcool

o lactivité physique : les femmes qui pratiquent @ogivité physique réguliere
ont un risque réduit par rapport aux femmes séitesi{Sancho & Colona,
2019).

3. Cancérogenese et développement tumoral

Une tumeur cancéreuse correspond a urigépation anormale de certaines cellules,
elles se divisent de maniére incontr6lée et vomiagper a toute régulation. L'apparition
d’'une tumeur cliniguement détectable résulte d’'aneumulation d’événements génétiques
altérant le fonctionnement de certains genes clamtrda prolifération et la division de la
cellule normale. Différentes étapes ont été idEms (initiation, promotion et progression)

pour rendre compte de la conversion progressivieedaellule normale en cellule malignes.

La cancérogénése débute par I'étapatidiion, au cours de laquelle I'information
génetique d'une cellule est modifier (une lésion raveau de I'ADN), cette altération
géneétique irréversible peut étre endogene (erraursours de la réplication de I'’ADN) ou
exogene par un agent cancérogene physique ou clemigs cellules initiées échappent au
contr6le normal de la division cellulaire (inactivm des génes suppresseurs de tumeurs).La
cellule initiée n'est pas encore considérée comme eellule cancéreuse car elle n'a pas

encore acquis une autonomie de croiss@Antonie etal., 2010).

La phase de promotion est une phasguke et réversible, elle est caractérisée par
'expansion clonale sélective des cellules initiges I'induction de la prolifération et /ou
l'inhibition de l'apoptose. La promotion se caraidé par le maintien des modifications
génétiques au sein de la cellule et par la séaré® promoteurs tumoraux tels que des
cytokines, des facteurs de croissance au nivedemaronnement tumoral. Chaque fois que
la cellule se divise, elle réplique son matériglgiue, 'accumulation des mutations rend les
cellules anormales et elles deviennent malignes pair I'instant localisée (cancer in situ)
(Mongaret&Sautou, 2016).

Enfin, une derniére étape dite de progmasse caractéerisant par I'acquisition
progressive de caractéristiques de plus en plugnessl, les cellules deviennent autonomes,
acquierent la capacité d’envahir les tissus voistrde migrer.

Pour survivre, la tumeur cancéreuse induit la fdiomade nouveaux vaisseaux sanguins, ils
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vont lui fournir 'oxygéne et les nutriments, ceedion appelle « néo angiogenése » le cancer

n'est plus localisé et devient inva@iflonier&Tubiana, 2008).

Modifications Sélection clonale Angiogenése
génétiques puis expansion
1
(‘

Initiation Promotion Progression

Détection clinique

Figure 05 : Différentes étapes de la cancérogéngséongaret&Sautou, 2016).

4. Les types histologiques du cancer du sein

Le cancer du sein est une tumeur maligne quéseldppe a partir des cellules épithéliales
du sein. Principalement, le cancer du sein se présous la forme d’'un adénocarcinome (le
cancer du tissu glandulaire) parfois la tumeur gmaidu sein se présente sous la forme d’'un
sarcome (cancer du tissu conjoncfifthokonté, 2014). Au début, les cellules cancéreuses
sont contenues dans le canal ou le lobule, c’estalecer in situ. Lorsque les cellules
cancéreuses se développent et franchissent la rapetyasale, on parle de cancer invasif
(infiltrant).

4.1 Les carcinomes in situ
* Le carcinome canalaire in situ (CCIS)

Est le plus fréquent parmi les formes de carcinomes infiltrant. Il correspond a la
prolifération de cellules malignes des canaux gafdwres sans franchissement de la
membrane basale mais peut évoluer vers un canfitraimt. Plus de 90% des CCIS sont
diagnostiqués par la mammographie essentiellema&niapdécouverte de foyers de micro
calcifications(Cutuli, 2019).

* Le carcinome lobulaire in situ (CLIS)
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Ou bien "néoplasie lobulaire”, est d’'un diagmpee clinique et radiologique difficile. Il se
développe dans les canalicules intra-lobulaires spnt comblés et distendus par une
prolifération de cellules peu jointives sans ensséinent du tissu conjonctif voisin. C’est une
maladie d’évolution trés lente et dans un certamiore de cas, il évolue vers un cancer
invasif (Espié etal., 2005).

4.2 Les carcinomes infiltrants
* Le carcinome canalaire infiltrant (CClI)

Le type de cancer le plus fréquent, les celldespropagent en dehors des canaux
mammaires pour envahir les tissus voisins. Le diatimn mammographique des CLI est
considéré comme plus difficile. En effet, le CLIupenfiltrer le tissu mammaire de facon

importante, tout en respectant son architectures Eamer de masse ni provoquer de fibrose.

» Le carcinome lobulaire infiltrant (CLI)

Une tumeur mal limitée, constituée de petitedutes avec un pléiomorphisme nucléaire
peu margqueé, non-cohésives, isolées ou en filemma@ieCes cellules infiltrent le tissu adipeux
et réalisent, autour des canaux galactophorigues,rdages typiques en cibfBaumier et
al., 2005).

Les sous-types spécifiques les plus courants camprg le carcinome invasif lobulaire,
tubulaire, cribriforme, métaplastique, apocrinecmaux, papillaire et micro papillaire, ainsi
gue le carcinome meédullaire, neuroendocrinien,est glandes salivaires/ annexielles de la
peau. Ces types de tumeurs spécifiques sont débaisleur morphologie, mais sont
également liés a des caractéristiques cliniquadégmologiques et moléculaires particulieres
(Hans, 2013).
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Cancer du sein
- “
Carcinome in situ Carcinome invasif
[\
[\
& A . . \ B b
; \ O\ Mucineux
crine
Canalaire Lobulaire Apo | . :
\
- 1 N / /‘ \ .
Tubuleux / \ ‘ Médullaire
- » l
Papillaire c don / 4
! omeagons v
¥ y v Sécrétant \ Papillaire
) Peu de ¥ \
Cribriforme Micropapillaire variations ’
) histologiques Lobulaire Canalaire
Solide
J \ I' E— anad J \ = ——— J
— - "‘\f —— — R—— \——'/——/ \‘/_ V
70-80 % 12 % 10-15 % 70-80 %

Figure 06 : Les différents sous-type d’adénocaimomes mammaires (Malhotra etal.,
2001).

5. Classification histologique

5.1. Classification TNM
La classification TNM proposée par « Pierre 2@ » a été retenue comme la base de

classifications par le comité de nomenclature ettdestique de 'UICC (union internationale
contre le cancer). Elle est basée sur le princpdektension anatomique déterminé par la
clinique et I'histologie(Puddu &Tafforeau, 2005).Elle permet de regrouper les tumeurs en
groupe homogéne sur un plan pronostic et thérapeutiElle classe les cancers selon leur
taille (T), le statut ganglionnaire (N) et la pnése de métastases (M). A partir de ce trépied,
les résultats TNM sont regroupés en différentsestdiés au pronostic : plus le stade est élevé,
plus le pronostic est mauvai$ existe plusieurs classifications TNM : une basée les

données de I'examen clinique (CTNM), une sur lssiltats anatomo-pathologiques (pTNM)
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et d’autres pour les cancers traités par un tratemnsystémique premidiardivon et al.,
20017).

5.2 La classification du grade (SBR)

Le classement histologique du carcinome mamazaété suggéré pour la premiere fois en
1957 par « Scarff Bloom Richardson ». Au départpel faisait pas partie intégrante de
I'évaluation histologique du carcinome mammairer, @n pensait que le classement était
difficile & réaliser et non reproductible. Maiss Iesultats de recherches ont montré que les
facteurs pronostiques histo-morphologiques les piysortants pour les patientes atteintes
d’'un carcinome mammaire étaient le type histologicet le grade nucléaire. En 1994
I'application histologique des tumeurs de (SBR)valéé aux aspirats de FNA du sein. Le
grade histologique (SBR) permet de déterminer gréld’agressivité d’'une tumeur et repose
sur trois caracteéristiques : la formation de tupldgléomorphisme nucléaire et le compte de

mitose.

v' Gradel (bas grade) : 3-5
v' Gradell (grade intermédiaire) : 6-7
v Gradelll (haut grade) : 8-@Pujani etal., 2014).

6. Les symptomes
Pratiguement le premier signe du carcinome marenest toujours une seule tuméfaction

palpable. La femme va découvrir une masse dansdéises seins, la plupart du temps pas
douloureuse. Il est possible que le cancer du seicause aucun signe aux tout premiers

stades de la maladie. Divers changements au ndieaain peuvent s’observer :

- Une masse indolore au nivelu sein, une masse sous l'aisselle et un

écoulement du mamelon étaient les symptémes lasfi@lguemment identifiés.
- Rétraction cutanée, rougegonflement du sein, rétraction du mamelon.
- Changement de forme du,seiodification de sa tailléMirez et al.,2002).

Méme si les symptdmes ne signifient pas forcémeiitsjagit d’'un cancer du sein, il est

important de le détecter le plutét possible.
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Comme signes tardifs apparaissant souvent : lacté&in du mamelon, la rougeur et les
douleurs osseuses, la fatigue et les troubles dsitan. Les symptomes tardifs sont
occasionnés par la présence de métastases élo{ghiéalsbazan etal., 2014).

7. Dépistage
Dépister c'est-a-dire découvrir ce qui@ghé. Le dépistage du cancer du sein est la

recherche par un examen systématique chez une feasymptomatique d’anomalie

traduisant une maladie débutante.

Le dépistage intervient dans la phase préclinigueeiée « sojourn time » ou la maladie n’est
pas encore symptomatique mais détectable, I'olbj@etia détection précoce par le dépistage
est de prévenir ou de retarder la maladie ou attéoes conséquences, aussi, il permet de
réduire la gravité et la mortalité. En cas d’andaejdé dépistage permet de prendre en charge

les femmes immédiatement.

> Les critéres de participation au dépistage orgatuséancer du sein sont :
-les femmes porteuses d’une mutation constitutibeigerédisposant au
cancer du sein)
-les femmes ayant des antécédents personnels diatenou ayant des
facteurs de risque
-toutes les femmes agées de 50 a 74(&usldu&Tafforeau, 2005).

7.1 L'examen du sein

7.1.1 Interrogatoire
On interrogera la patiente sur les antécédangiaux, en faisant préciser le degré de

parenté, on s’intéressera aussi aux antécédersgnpals mammaires, au statut hormonal.

C’est le dépistage du cancer du sein selon lesdestde risque.

7.1.2 Inspection
L’'observation attentive permettre de décplefois une légére rétraction de la peau ou du

mamelon et aussi une asymeétrie des seins. L'exatimque s’effectue sur une patiente en

position assise ou debout, les bras le long duscavpc un éclairage adapté et orientable.

7.1.3 La palpation
Un examen manuel consiste a tater le seirtiksant le plat des mas et des doigts.

La palpation bilatérale en miroir des deux seirrsnge une comparaison droite/gauche. Elle
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s’effectue sur une patiente assise ou debout puishée en se plagant toujours du coté
examingChapuiss, 2006).

7.2. La mammographie
La mammographie est un examen radiologique das.depermet d’obtenir des images sur

un film photographique de l'intérieur du sein ad@de rayons x. Il est basé sur I'absorption
différentielle des rayons x par les divers conatits du sein. On réalisera deux clichés par
sein : un cliché de face et un cliché en obliqeeguai permet de comparer les deux cotés de
chaque sein. Le dépistage peut s'effectuer avee mammographie analogique ou
numerique, l'objectif est de détecter la tumeur pidite taille a un stade précoce pour

permettre un traitement efficace.

La mammographie est plus évidente chez les fesrde 50 a 74 ans, mais chez les
femmes jeunes, la glande mammaire est mal étudi®e gue l'intérét de la mammographie
est limitée par la forte densité de la glande maimeaii gene la lecture de la radiographie,
en conséguence les mammographies sont difficileteepréter.

La mammographie présente plusieurs inconvénielstg|te I'utilisation de rayonnements
lonisants qui peuvent provoquer un cancer du seliofinduit. Le tissu mammaire des jeunes
femmes est plus sensible aux effets des radiatjoeselui des femmes plus agée€snnedy
etal., 2009).

Figure 07 : Schéma d’'un mammographe présentant lekifférentes parties
constitutives et leurs positions relativegMaisonnette & Sautiere, 2009)
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8. Diagnostic

8.1 Imagerie

8.1.1. Echographie mammaire

C’est un examen complémentaire a la mammographipermet de générer des images
précises de la partie interne des seins et dedigasgC’est I'examen de référence lorsque les
seins sont denses comme chez les femmes jeuneadioébogue applique un gel sur le sein

pour faciliter le contacte entre la peau et la eqi@ri, 2017 ; Passildass, 2019).

8.1.2. La mammographie de diagnostic
La mammographie de diagnostic est réalisée lousguanomalie a été détectée au cours

d’'un examen de dépistage. Cet examen permet demdéée s’il s’agit d'une anomalie

bénigne ou malign@Puddu&Tafforeau, 2005).

8.1.3 .IRM mammaire

L'imagerie par résonance magnétique (IRM) des seass la modalité d’'imagerie la plus
sensible pour la détection du cancer du sein. L'I&BE une image a différentes sections
transversales en appliqguant un champ magnétiquesanii avec des signaux RF, et un agent
de contraste peut étre appliqué pour augmentéstaution de I'image. L'examen est un peu
long (une demi-heure) indolore mais désagréablfaitiau bruit que fait la machine. L'IRM
du sein a été recommandée pour les sujets présemtaisque €levé de cancer du sein ou
portant des mutations BRCinkel, 2017).

» Classification des images

* La classification ACR

Les conclusions apportées par les radiologepesent sur les données de I'imagerie
radiologique et échographique. La classificatidorsée systeme (BI-RADS) de I’Américain
College Of Radiologie (ACR) qui classe les anonsaliadiologiques en sept catégories
(ACRO a ACR®6) est utilisée pour une meilleure repiadibilité des résultatd-errandez &
serin, 2006).
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Tableau Il : la classification ACR (Guennoun efal., 2018).

Signification et conduite a tenir

ACRO Image nécessitant un complément d’imagerie
ACR 1 Mammographie normale
ACR 2 Anomalies bénignes ne nécessitant ni suargi# ni examen complémentaire

» Suivi normal (2 ans)

ACR 3 Anomalie probablement bénigne pour laquetie surveillance a court terme
est conseillée (VPP< 2%)
> Surveillance rapprochée tous les 4/6mois pendants2si stabilité sur

ans et critére bénins = ACR 2

ACR 4 Anomalie indéterminée ou suspecte posarditation d’'une vérification

> Prélevements a visée diagnostique (VPP 2-95%)

ACR 5 Anomalie évocatrice d’'un cancer
» Diagnostic histologique (VPP> 95%)

ACR 6 Anomalie correspondant a un cancer prouv@stdlogie

8.2.Prélévement
Il existe trois techniques de prélevement a travarpeau (prélevement percutané) : la

cytoponction, la microbiopsie et la macrobiopsie.

* La cytoponction :
Est réalisée avec une simple aiguille qui permepréddever quelques cellules au niveau de
'anomalie. Cette technique est rapide et peu dowelase et ne nécessite pas d’anesthésie

* La microbiopsie :
On utilise une aiguille spéciale qui est pilotée pa “pistolet”. L’aiguille est congue pour
couper un échantillon de tissu qui est ensuite nénem méme temps que l'aiguille est retirée.
L’examen dure de vingt a trente minutes environ.

* La macrobiopsie :

Pour la macrobiopsie, l'aiguille utilisée eslugp grosse et permet d’effectuer des

prélevements plus importants. Les tissus sont coppé aspirés dans le corps de l'aiguille.
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La durée de I'examen est d’une heure environ. Laaret la macrobiopsie sont réalisées sous

anesthésie locale et ne nécessitent pas d’hospiial(Penault, 2014).

Figure 08 : La méthode de microbiopsi€Maisonnette & Sautiere, 2009).

Une fois que le diagnostic du cancer du sein esblietdes analyses complémentaires
permettent de caractériser la tumeur selon le tyigologique, la présence ou non des
différents marqueurs (récepteurs aux cestrogereeptedrs a la progestérone, le statut HER2,
le pourcentage de lindex de prolifération Ki67(Passildas, 2019). L’examen
anatomopathologique est I'étape indispensable agndstic. En effet, I'utilisation de divers
biomarqueurs est connue comme I'un des aspectstiamp® du suivi des patients atteints de
cancer du sein. Les biomarqueurs appropriés pewmtracontribuer a une meilleure
compréhension des voies cellulaires et moléculainptiquées dans la pathogenése du cancer
du sein. Ces résultats pourraient aider a concenwrapproche thérapeutique efficace et a
surveiller la réponse au traitement chez les pegeatteintes d'un cancer du sein. Le HER2,
le récepteur d'aestrogéne (ER) et le récepteur ogeptérone (PR) pourraient étre utilisés
pour la classification du sous-typage des tumeurseth. L'hormone stéroide, l'estradiol, joue

un réle essentiel dans l'initiation et la progressiu cancer du sein.
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8.2.1.La classification moléculaires
> Le HERZ2

Le récepteur 2 du facteur de croissanceeépidue humain (HER2) est l'une des
protéines importantes impliguées dans la pathogewes cancer du sein. HER2 est un
membre de la famille des récepteurs du facteurrdissance épidermique qui posséde une
activité tyrosine kinase. Ce récepteur pourraie émpliqué dans la régulation de la
croissance, de la survie et de la différenciaties dellules en ciblant de multiples voies de
transduction du signal. HER2 est le premier margueoléculaire utilisé dans le cancer du
sein : 'amplification de ce gene (HER2 hyperexm@)jrdéfinit un sous-type de cancer associé
a une croissance tumorale accélérée, une frequeusetlevée de récidives et un échec des
traitements classiques. La détermination du stistrécepteurs hormonaux et de HER2 est
obligatoire pour toutes les tumeurs invasives. tascers sur-exprimant le HER2 relévent
d’'un traitement & base d’anti-HER2 dont le cheffifle est un anticorps monoclonal le

trastuzumab.

> LeKi-67

Le Ki-67 est une protéine nucléaire et nucléolame histone codée par le géne MKI-67 qui
se situe sur le chromosome 10926.2 chez 'hommaietompte 16 exons au total. C’est une
protéine importante qui joue un réle critique déampathogenése du cancer du sein. Cette
protéine est associée a la prolifération celluldira été démontré que I'antigene nucléaire Ki-
67 pouvait étre exprimé dans certaines phases de cgllulaire, notamment les phases S,
G1, G2 et M, mais qu'il était inexistant dans lagg GO des cellules quiescentes ou au repos,
ce qui suggere son réle de marqueur de la prdiiééraellulaire dans de nombreux cancers.
Un indice Ki-67 élevé indique généralement un mauyaonostic dans les conditions

cliniques(Jafari et al., 2017).
> Les récepteurs hormonaux (RH)

L’cestrogene et la progestérone sont des hormsdmetées de maniére physiologique par
les ovaires, principalement entre la puberté anémopause. Ces deux hormones exercent
leurs actions par liaison aux récepteurs présents surface des cellules (récepteurs aux
aestrogenes (RE) et récepteurs a la progestérong (RPconnaissance de la sensibilité du

cancer du sein aux estrogenes est a l'origine kerrtionothérapie. La sensibilité aux
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estrogenes des cellules tumorales se fait paetimédiaire des récepteurs d’cestradiol (RE) et
de progestérone (RP). La présence dans le tissoraliohe 'un au moins des deux récepteurs
est nécessaire pour définir ’hormonosensibilitélaléumeur. Les RH sont plus fortement
exprimés dans les carcinomes lobulaires et caealdiien différenciés et pratiguement
absents dans les carcinomes médullaires. Les tgnddH sont généralement de bas grade et

moins invasivegGautier, 2019).

La détermination du statut de récepteurs hoaur et de HER2 se fait sur le prélévement
qui a servi au diagnostic de cancer, fixé et ineéngaraffine. En cas de négativité du statut
de ces marqueurs sur biopsie ou prélevement déogigo il est recommandé de refaire la

technique sur la piéce opérato@e raison de la possible hétérogénéité tumorale.

Les cancers du sein luminaux sont enrichis en gdéBesau RE, tels que GATA3, et
comprennent un sous-ensemble de carcinomes casalawasifs sans type particulier, ainsi
gue certains des sous-types histologiques padisiinotamment les carcinomes tubulaires,
cribriformes et lobulairesLe développement des techniques moléculaires a dhit ont
permis de mettre en évidence une nouvelle taxondesgecancers du sein : la classification
intrinseque de « Perou » et ces collegues et deewvoir des signatures moléculaires

pronostiques :

Luminal A : Les tumeurs sont RH+/HER2-, elles sgpéméralement de bas grade.
Luminal B : Les tumeurs sont soit RH+/HER2-, sai{-RHER2+, sont de grade plus élevé
Cancers dits "triples négatifs" : RE-, RP- et HERnault, 2014).

Un indice de prolifération Ki-67 de 13,25 %, arroadl4 %, a été suggéré comme le seuil

optimal pour distinguer les tumeurs du luminal A demeurs du luminal B, les tumeurs du

luminal B ayant un indice de prolifération Ki-67uplélevgCarcle, 2017).
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Carcinomes invasifs du sein

— T

RH posttifs Luminal Aet B 70 % RH négatifs 30 %
HERZ neg HERZ pos HERZ neg HERZ pos
Hormonothérape  Hormonothérape + anttHER2 AntHHER2 Si anomale des voes

de réparation de 'ADN:
inhibiteurs de PARP ?

Figure 09 : classification biologique des cancersudsein et thérapies ciblées (Carcle,
2017).

9. Le conseil génétique
Le conseil génétique a pour but d'informer un patian couple ou leurs apparentés, sur les

risques de transmission d'une affection en raigoplus souvent, d'antécédents familiaux. La
consultation de conseil génétique consiste a dodeeinformations sur la maladie et établir
I'arbre généalogique dans le cadre de l‘enquéteilildey il s’agit d’une démarche

d’information et de préventiofMalzac, 2000).

Dans la tranche d’age 25-40 ans, linfluence detrBdité dépasse un tiers des cas. La
consultation d’'oncogénétique et de dépistage peédes cancers permet de reconnaitre un
contexte de prédisposition familiale et de mettrepkace une stratégie de surveillance ciblée
sur cette population de sujets trés jeunes. L'agémealogique est le point de départ de la
consultation, nous nous devons de chercher s'#texans la famille des membres atteints ou
présentant des signes pouvant évoquer un syndrospedé, cela résume de fagon visible le

contexte familial et donne une vision globale deaaille.

La consultation de génétique est en effet consepldur bénéficier d’'une meilleure prise en
charge médicale. L'utilisation du test génétiqueuegence se veérifie particulierement quand
son résultat peut avoir un impact sur le choix meslalités du traitement chirurgical ou des
conséquences sur le traitement meédical de la patikes progrés technologiques les plus
récents permettent aujourd’hui de rechercher dewations sur plusieurs genes de facgon
simultanée. Ces nouvelles technigues comme le ségge a haut débit ou de nouvelle

génération (Next generation sequencing: NGS) adeapent trouvé sa place dans le
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diagnostic génétique, Il devrait permettre I'idéoéition de nouveaux génes de prédisposition
au cancer du sein et de préciser le réle de certggnes « candidats ». Les personnes ayant
été informés de la présence d’une mutation BRCAIBi2s |la famille pourrait bénéficier de

mesures de surveillance et de prévention efficéCeken, 2019).

10. Traitement
Apres une série d'examens complémentaires de aliigret de dépistage qui permet la

détection de la maladie , le traitement est basd'exposition des patientes atteintes d'un
cancer du sein a une approche multidisciplinaireinpervient de maniéere intégrée dans la
prise en charge de la maladie pour parvenir a @aesidn thérapeutique associés et adaptée
généralement au stade de la maladies, au typelletda la tumeur de chaque patiente, en
tenant compte de son bilan complet de I'état deéseinsa préférence personnelle qui a été
discutée lors d'une consultation spécifique . tatdment comprend en générale une
chirurgie associe a une radiothérapie visant arélemtla maladie dans le sein, les ganglions
lymphatiques et les régions voisines (traitemertodégional), ainsi qu’un traitement
systémique (médicaments contre le cancer admigipgé voie orale ou intraveineuse) parmi
les médicaments figurent les traitements endoeriniehimiothérapie, hormonothérapie, et
dans certains cas, la thérapie biologique ciblégdo@rps) visant a traiter les métastases et/ou
a réduire le risque de propagation du cancer. @@seahts traitements sont souvent combinés
et peuvent étre tres efficace et offrir une prolitg@bde survie élevée en particulier si la

maladie est détectée précocem@dtional Cancer Institute, 2018).

10.1 .Traitements locorégionaux

10.1.1 La Chirurgie.

La chirurgie est le traitement de référence ddupat des cancers du sein. Elle consiste lors
d’une intervention chirurgicale a enlever la tumetites éventuelles greffes cancéreuses, elle
est le plus souvent réalisée en premier apresfndstic, d'ailleurs c'est le seul traitement qui
peut étre realisé et suivie d’'une chimiothérapiéoetd’'une hormonothérapie et /ou d’'une
radiothérapie. Ces traitements complémentaires dsirurgie sont dits adjuvants destiné a
réduire la taille de la tumeur avant I'opérationup@méliorer I'efficacité. L'intervention
chirurgicale vise a enlever uniquement la tumeutest cellules qui I'entourent par une
chirurgie mammaire conservatrice, appelée « tunbomge » qui a pour but de préserver le
reste du sein ,ou bien par une intervention qusisb® a enlever la totalité du sein par une

chirurgie mammaire non conservatrice, appelée «uotshie», Dans ce cas , il est également
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nécessaire de retirer un ou plusieurs ganglionpatiques par curage axillaire (exérese du
ganglion sentinelle) pour préciser si la tumeurtesid au-dela du sein, déterminer si un
traitement complémentaire par chimiothérapie ourttmothérapie est nécessaire ou si une
radiothérapie des ganglions est justifiée. Le amrggnglionnaire, quand il est nécessaire,
permet de réduire le risque de récidiMorére et al., 2011 ; Jahanmohan, 219).

10.1.2. La radiothérapie

La radiothérapie occupe une place essentielle Batrsitement locorégional du cancer du
sein. Elle permet de détruire d’éventuelles cefldancéreuses microscopiques qui n'auraient
pas été retirées par la chirurgie par l'utilisatides radiations a haute énergie diriger
précisément sur la zone a traiter , tout en présere mieux possible les tissus sains et les
tissus avoisinants et est donc systématique endeatimorectomie . La fagcon dont la
radiothérapie est administré dépend du type ettadesdu cancer, elle est habituellement
effectuée apres la chirurgie mais également endéintraitement apres la chimiothérapie
adjuvante ,soit a partir d’'une source externe gemaement dirigés vers la zone a traiter
(radiothérapie externe) soit & partir d’'une souamdioactive placée a l'intérieur du corps a
proximité des cellules cancéreuse (radiothéraf@ne ou curiethérapie).Ce traitement dure
en générale cinq semaines a raison de quatre &&amges de quelques minutes par jour ; elle
peut entrainer une rougeur local et exceptionmadl® une brulure ce qui nécessite au
préalable de repérer les zones a irra(fiennequin etal., 2016 ; National Cancer Institute

, 2018).

L8 source d rradaton
et Srgee vers '@ régon

Figure 10 : La radiothérapie (Maisonnette & Sautiee, 2009).

26

—
| —



Chapitre Il : Le cancer du sein

10.2. Traitement systémiques

10.2.1. La Chimiothérapie

La chimiothérapie est un traitement médicamenteux apnsiste en [l'utilisation des
substances chimique anticancéreuses souvent pgarsperfusion intraveineuse agissant sur
les mécanismes de la division cellulaire et visarampécher les cellules cancéreuses de
proliférer dans I'ensemble du corps et provoqué teart par apoptose. Plusieurs séances de
chimiothérapie pendant une certaine période degesapt nécessaires pour détruire toutes les
cellules , cette succession de cycles peut étrenéstrée avant la chirurgie en situation néo-
adjuvante qui a pour but de réduire la taille deutaeur trop volumineuse pour étre opérée
d’emblée et de permettre une éventuelle chirurgieservatrice dans un deuxieme temps ,
mais le plus souvent, elle est prescrite aprekifamgie en situation adjuvante, pour réduire le
risque de développer des métastases et limitgsdae de récidive espérant d’augmenter les
chances de guérisofMorére et al., 2011 ; Fondation ARC pour la recherche sur le
cancer, 2020 ; Jahanmohan, 2019).

10.2.2. L’hormonothérapie

Les cellules cancéreuses de certaines tumeurs du lsmmonosensibles ont pour
caractéristique de posséder des récepteurs sisuédsur surface spécifigues aux hormones
stéroidiennes féminines (cestrogéne et progestértmdipison qui se produit entre ces
hormones et leurs récepteurs sur les cellules agsbte de stimuler la croissance de ces
cellules cancéreuses, I'hormonothérapie interviaidrs comme un élément-clé dans
I'approche thérapeutique des cancers du sein harrdépendants . En principe ce traitement
est administré par I'intermédiaire des inhibitegus permettent soit de bloquer I'action de ces
hormones au niveau des récepteurs hormonaux degeseiumorales. Il est généralement
prescrit aux femmes non ménopausees, soit d’'empéalreproduction par une intervention
chirurgicale (ovariectomie) ou médicalement paptise d’agonistes de la LH-RH prescrits
aux femmes ménopausées. L’hormonothéraeat le plus souvent compléter un premier
traitement (chirurgie, chimiothérapie, radiothéeapj en situation adjuvante l'ors d'une
rechute de la maladi@gMorére et al., 2011 ; national cancer institut, Q18 ; institut curie,
2020).
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10.2.3. Les thérapies ciblées

Les thérapies ciblées forment une classe innowdggetraitements médicamenteux contre le
cancer du sein qui agissent spécifiquement surcédlsles cancéreuses en ciblant leurs
caractéristiques propres qui sont représentéedepses récepteurs hormonaux , leur code
génetique ou leurs composeés internes. Ainsi, ce tigtraitement peut empécher les cellules
cancéreuses de ce diviser, de ce développer et dmpager en bloguant la transmission de
linformation et de stopper la formation de vaisseaanguins autour de la tumeur. lIs
cherche comme leur nom l'indique a cibler ces dSp#és afin de limiter leur action aux
cellules cancéreuses sans nuire aux cellules sdiagmiinistration de ces traitements n’est
efficace que si la tumeur est porteuse de la ghbke le médicament tente de bloquer avant
d’initier une thérapie ciblée ce qui nécessitealeefdes tests complémentaire pour orienter le
choix du traitement qui est pris sous forme de aamgs par voie orale ou sous forme
d’injection intraveineuse ou sous—cutanée pourdurée qui dépend géenéralement du type
de cancer , du type de médicament et de I'étabudi gle la patienieCler, 2016; Faure
,2015 ; National Cancer Institute, 2018).

10.2.4. L'immunothérapie

Le systéme immunitaire a pour role de protégergboisme et détruire les particules

étrangeres, comme les bactéries ou les virus, gumsiles cellules anormales, comme les
cellules cancéreuses qui parviennent a déjouelydeerme immunitaire pour ne pas étre

reconnues comme des cellules étrangéres ou anarmads mécanismes de défense de
'organisme sont alors incapables de cibler cekilesl tumorales .Une nouvelle approche
thérapeutique a été développé faisant partie désaples ciblées connue sous le nom
d'immunothérapie qui intervient pour stimuler pkficacement les défenses de I'organisme
pour qu'ils agissent comme un médicament natunefredes cellules cancéreuses pour les
rendre plus reconnaissable par le systéme immumitaie traitement repose sur les anticorps
monoclonaux, notamment les inhibiteurs de pointsatdréle, les anticorps bispécifiques, le

transfert adoptif de cellules ou encore la vac@matanti-tumorale. Les médicaments

d'immunothérapie sont généralement des perfusimnavieineuses administrées en cycles de
2 a 6 semaines pendant une période allant jusq@as2dans un contexte métastatique, et
d’'une durée plus courte (1 mois a 1 an) pour ddgations adjuvantes ou néo-adjuvantes
(Faure, 2015 ; Antoni et al., 2016).
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1. La prédisposition génétique au cancer du sein

Les syndromes de prédisposition héréditaire auerada sein représentent 5 a 10% des
cancers du sein. La cause la plus probable du cahceein est due a des genes a forte
pénétration comme les genes BRCAL et BRCA2 et aautain nombre de génes a faible
pénétration. Les protéines régulées par ces gasgensables des formes héréditaires sont
lites par des mécanismes communs et la perte dédioraugmente l'instabilité génétique
(Antonie et al., 2010).Les altérations génétiques en question sont harésitet peuvent étre
transmises de génération en génération. Dans fafpldes cas, il s’agit d’'une transmission
autosomique dominante : un parent porteur a unueisqur deux de transmettre la
prédisposition a chacun de ses enfants, soit 50p¥ul s’agir d’'une transmission par le pere
ou par la mére, avec la méme probabilité.
En présence d'une mutation BRCAL, les femmes onisgoe a vie de 70-80% de développer
un cancer du sein et un risque de 50% de dévelapparancer de l'ovaire. Les femmes
porteuses d'une mutation BRCA2 ont un risque algi®0-60% de développer un cancer du
sein et de 30% de développer un cancer de I'ov@egs.genes appartiennent a la famille des
genes suppresseurs de tumeurs pour leur capaaiépager I'ADN endommagé par un
processus connu sous le nom de réparation desresssiouble-brin de I'ADN. Par
conséguent, une mutation héréditaire de I'un auréade ces genes, associée a une perte
d'hétérozygotie, prédispose les cellules a [linkt&b chromosomique et augmente
considérablement la probabilité de transformati@higne et de développement d'un cancer.
Les génes responsables des formes hérédisaineslivisés en génes a haut risque
comme le BRCAL, BRCA2, PTEN, TP53, LKB1/STK11 etl&D) et en genes a bas risque ;
CHEK2, TGFb1, CASP8 et ATNAnja et al., 2016 ; Cohen-Haguenauer, 2019).

2. Les génes de prédisposition au cancer du sein

2.1. Genes a haut risque
2.1.1. Le géne BRCA1

De nombreux chercheurs ont utilisé I'analgsdiaison pour déterminer I'emplacement
chromosomique des génes héréditaires d’intérét, 1890, « King » et ses collegues de
'université de Californie ont réalisé des études lidison génétique dans 23 familles
comprenant 146 cas de cancer du sein a début eréstoant pu mettre en évidence une petite

région du chromosome 17 qui était probablementoresgble de la nature héréditaire du
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cancer du sein. En 1994, le géene BRCAL a été ciotéide de méthodes de clonage
positionnel et d'une analyse du polymorphisme smpin (Hoang-Lien &Gilks-Blake,
2017). Le BRCAL est un gene humain correspondant au piafit gene « suppresseur de
tumeur », Les mutations héréditaires de ce géneresponsables d’environ 45% des formes
familiales de cancer du sein, il peut jouer aussrale important dans de nombreux cancers
sporadiques. Le géne BRCAL1 joue un role fondamelatas la protection du génome, il code
des protéines essentiellement impliquées dans paraton des cassures double brin de
'ADN par recombinaison homologue. Le géne BRCAL iespliqué aussi dans le cycle
cellulaire et 'apoptoséAnja et al. , 2016).

Structure du géne BRCAL

Le géne humain BRCAL1 est situé sur le bras longldomosome 17, dans la région 2 et la
bande 1 (17921.31).1l a été identifié et cloné €941 Il contient 22 exons, cette région
codante comprend 5,5 Kb et code une protéine d8 a8itles aminés. La protéine BRCAl
constituée d'un domaine RING en N-terminal possduke activité E3 ubiquitine ligase qui
catalyse l'ubiquitination des protéines, cette \digiest favorisée par I'association avec le
domaine RING de la protéine BARD1 formant un héémere BRCA1-BARD1 et deux
domaines BRCT en C-terminal également retrouvés damombreuses protéines impliquées
dans la réparation de 'ADN et le cycle cellulaites domaine BRCT est un domaine de
liaison aux phosphoprotéines avec une spécifiaitdr pes protéines phosphorylées par les
kinases ATM/ATR(Cohen-Haguenauer, 2019).

Coil-Col
Ring NLS helix BRCT

SRS ) B D )

Figure 11 : Structure de La protéine BRCA1

2.1.1.2. Mutation de BRCA1

En présence d'une mutation BRCAL, les femomsun risque a vie de 70-80% de
développer un cancer du sein et un risque de 50&%edelopper un cancer de l'ovaire alors,
chez les hommes, le risque a vie de développernncet du sein n'est que de 1,2 % pour les

porteurs de la mutation BRCAL. Les mutations ag®sciau risque sont les mutations qui
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entrainent une protéine tronquée, elles sont ptésetans toute la séquence codante de
BRCAL. Les porteurs de la mutation ont une mutaierminale alors que Les mutations
somatiques du gene BRCAL sont rares. Les changsrépigenétiques dans le géene BRCAL,
comme I'hyperméthylation du promoteur et la pedesa fonction ont également été signalés
dans les tumeurs sporadiques. La majorité des imsatonstitutionnelles qui touche le
BRCAL sont de type « perte de fonction », de trassion autosomique dominante. La
théorie des deux événements de Knudson proposéEdeh, expligue le processus de
tumorigenése, par linactivation successive desxdelleles d’'un géne suppresseur de
tumeurs : premiére mutation constitutionnelle, téérou de novo, sur I'un des alleles du gene,
puis la survenue d’'une seconde mutation somatiquéastre allele (Perte d’hétérozygotie
(Anja et al., 2016 ; Cohen-Haguenauer, 2019).

Tous les types de mutations ont été identifféspmpris les décalages de cadre de lecture,
les erreurs de sens, les non-sens, les insertieasmutations d'épissage, les mutations
silencieuses et les mutations dans les régiongradunites, Les mutations les plus pathogenes
sont les mutations de décalage de cadre de leetutes mutations non-sens, car elles
conduisent a un codon stop prématuré qui donngrai€ine tronquée. Les mutations aux N
et C extrémes du gene BRCA1L entrainent plus deecsrdu sein et moins de cancers de
l'ovaire que les mutations situées au milieu duegBRCAL.Trois domaines de la protéine
BRCAL sont mutés chez les patients cancéreux avedraquence relativement élevée. Ces
domaines comprennent le domaine RING (exons 2 ané) région codée par les exons 11 a
13, et le domaine BRCT (exons 16 a 24).

Les exons 11-13 couvrent plus de 65 % de tpestce de BRCAL et codent deux
séquences de localisation nucléaire (NLS) et des de liaison pour plusieurs protéines (tels
gue protéines RB, cMyc). Les acides aminés codesgsmexons contiennent également des
portions d'un domaine a enroulement qui médieninesactions avec PALB2, ainsi qu'une
portion d'un domaine contenant une sérine (SCD)egtiiphosphorylé par ATM. Le grand
nombre de mutations survenant dans cette régiam, lmkaucoup avec la perte de grandes
parties de la séquence, suggere que cette régiongstante pour la fonction de suppression
de tumeur de BRCAL.

De multiples études ont trouvé des mutations damdomaine BRCT de BRCAL dans les
cancers du sein et/ou des ovaires. Plus précis¢taemutation de résidus hydrophobes dans
le noyau hydrophobe du domaine BRCT inhibe la dépate BRCAL a reconnaitre les
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phospholigands. Cela suggere que la mutation ésidu nécessaire a la reconnaissance d'un
substrat entraverait la capacité de BRCAL a rensglir rOle dans la voie de réparation des
dommages a I'ADN. Il est probable que les mutatidass le domaine BRCT de BRCA1
conduisent a une altération de la fonction de pbB8tribuant éventuellement au phénotype du
cancer(Clark et al., 2012).

Le gene BRCA2

Le gene BRCAZ2 tire son nom de I'expression anglaiBeeast Cancer » qui signifie « cancer
du sein 2 ». Découvert durant les années 1990gme fait partie de la famille de génes qu’on
appelle « suppresseurs de tumeurs ». Le géne BREA#Zésent en deux copies chez tous les
étres humains et il est localisé sur le chromosb&#oulksteven & william , 2004).

La structure du géne BRCA2
Ce géne est localisé sur le chromosome b8 aregion q12-13(22), il est constitué de
26 exons, la partie codante présente une taill@0d2kb sur le totale de 86 kb. Avec 3418
acides aminés (384 kDa), BRCA2 présente une tadlesidérable organisée en plusieurs
domaines et motifs fonctionnels. La région N-terahéncontient deux sites d’interaction
protéine-protéine (pour PALB2, EMSY), un site daidon a 'ADN (appelé domaine N-

terminal de liaison a 'ADN ou NTD), et il est piedu’il est intrinsequement désordonné

Le domaine central de BRCA2 contient hégétitions BRC, couvrant prés d’un tiers de
la protéine, et constituant la partie primaire @@iotéine, et les principaux sites d’interaction
de RAD51 .Le domaine complexe C-terminal de liaiadiADN (CTD) est capable de se lier
a la fois a 'ADNSs et a I'ADN double brin .

~ CTD s4
o 51 S‘ss Hedical *
ool 14 TD) pimaln, OB1 QB2 OB3 NLS TRZ
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*e ® [ ] @ T —— [
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" s —g—
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- . —

Figure 12 : Structure Génomique du géne BRCA2 (Tdn, 2006).
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3.1.2. Les mutations du géne BRCA2

Les mutations germinales du géene BRCA2 rendempte d’environ la moitié des
syndromes familiaux de cancers du sein et de ltevdin ensemble de données récemment
acquises sur la biologie des genes BRCAZ2 convergear suggérer que le statut de
prédisposition au cancer du sein liée aux mutatdmses deux genes est une maladie de la
réponse aux lésions génotoxiques. L'existence dhteeaction fonctionnelle du BRCA2 et
RAD51 BRCAZ2, pourrait refléter I'instabilité gémgie et le risque élevé d’inactivation de

genes qui jouent un role critique dans le contdbieycle cellulaire

L’altération constitutionnelle du gene BRZest détectée dans 20 a 30% des formes
familiales de cancer du sein. La fréquence de emsévidence d’'une mutation BRCA2 selon
des criteres généalogiques reste modeste. La til@findes caractéristiques tumorales
communes aux tumeurs du sein survenant dans uaxterde prédisposition lié a BRCA2 a
pour objectif I'identification de caractéristiqupsopres aux tumeurs BRCA2 permettant de
mieux définir les indications de recherche de momsat de ce géne, et l'identification de
facteurs impliqgués dans la tumorigenese des cartiersein lies a BRCA2. L'étude des
profils génomiques des tumeurs BRCA2 a caracté&igélétion récurrente des bras longs des
chromosomes 13 et 14. L'analyse supervisée desédsnd’expression entre les tumeurs
BRCA2 et les tumeurs familiales BRCAX a identifideusignature spécifique des tumeurs
BRCA2. Les exons des chromosomes 13 & 14 poumtetws informatives et leur ADN
constitutionnel ont été séquenceés afin d’identifeeou les cibles des régions délétées. Cette
analyse a permis la caractérisation de variantsaiques qui seront a étudier dans une large
série de cas BRCA2 et contrbles pour conclure asur tdle dans la tumorigénese liée a
BRCAZ2. La caractérisation de pertes de matériebrolmsomique spécifiques aux tumeurs
BRCA2, rapportée dans plusieurs études, offre ueespective diagnostique avec le
développement d’'un test FISH utilisable en pratiglisique pour préciser les indications
d’'une recherche de mutation du géne BRCA2, maigesggégalement la présence de géenes
cibles candidats dont l'inactivation est requiseslde la cancérisation mammaire liee a
BRCAZ2 (Bouisson & yves, 2013).

2.1.3 .Le géne CDH1

Un gene codant pour la protéine d’adhésion E-cauiédans pres de la moitié des familles
avec HDGC suite a la mise en évidence d’'un excesadeers lobulaires du sein (CLS) dans
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les familles porteuses de mutations de CDH1. Ldepde fonction du gene E-cadhérine
(CDH1) a été liée a la susceptibilité diffuse ancea gastrique, et des mutations germinales
inactivatrices dans CDH1 caractérisent le syndramecancer gastrique diffus héréditaire
(HDGC). L’hyperméthylation dans la région promagri€DH1 est un phénomeéne fréquent
dans les carcinomes gastriques diffus peu difféésnet elle a été identifiece comme le
principal mécanisme d’inactivation de l'allele gpe sauvage restant dans les cas de HDGC.
Des criteres spécifiques sont utilisés pour idemtifes patients suspects de HDGC et qui
doivent étre recherchés pour des mutations gerssn@DH1. Un dépistage précis est
obligatoire pour les porteurs non affectés de CDHiée et certaines personnes a haut risque
pourraient étre envisagées pour une gastrectonuphplactique. De plus, les mutations
germinales CDH1 peuvent prédisposer au carcinorneldoe du sein et au cancer de la

prostategGraziano etal., 2003).

La structure du géne CDH1

Les genes suppresseurs de tumeurs (TSG) ‘smpodtants régulateurs de la prolifération
cellulaire. En accord avec le modéle récessif dedson, la perte de fonction de ces génes et
acquisition du phénotype cancéreux surviennentéspinactivation des deux alléles.
L’'analyse de déséquilibre allélique affectant desqueurs polymorphes dans les pathologies
cancéreuses mammaires a démontré la récurrendérdtans du bras long du chromosome
16. Les régions morbides ainsi identifiees sonpsciges d’'abriter des genes suppresseurs de
tumeur. L'une de ces régions altérées est localiné6g22. 1. La construction d’'un contig de
152 clones génomiques de type PAC/BAC s’étendan2sB8 Mb et couvrant cette région a
été réalisée. L'orientation du contig a été obtgrareFISH et la structure du contig contrdlée
par macro cartographie de restriction. L’annotationcontig a reposé sur la combinaison de
criblage de séquences présentées par PCR, sowmyelatilots CpG et piégeage d’exon
électronique permettant d’affecter 68 unités destéption dont 29 génes connus de la
région. Parmi ceux-ci, le gene CDH1 codant pourmptatéine d’adhésion membranaire
cadhérine E. Ce géne suppresseur de tumeur esgu@mans la survenue d’'une forme rare
de cancer du sein : les carcinomes lobulairegrafits. Cependant, il n’est pas impliqué dans
les autres formes alors que celles-ci sont égalefaarble de pertes alléliques en 16q.22. 1.
L’hypothese de la présence d’une autre activitéorahe suppressive dans cette région est

emise(Philippe- Rocca, 2000).
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Les mutations du gene CDH1

Des mutations héréditaires du géene de la E-cadhé@DH1) ont été décrites réecemment
chez trois parents maoris atteints d’'un cancerigast familial. Le cancer gastrique familial
est génétiguement hétérogéne et il n'est pas gladtle proportion de la susceptibilité au
cancer gastrigue dans les populations non maosegie aux mutations germinales de
CDH1. Par conséquent, les chercheurs ont criblé garents de cancer gastrique familial
d’origine britannique et irlandaise pour les mutas germinales de CDH1, par analyse SSCP
des 16 exons et séquences flanquantes. Chaquéefamitenait deux cas de cancer gastrique
chez des parents au premier degré dont un attent 8age de 50 ans, ou trois cas ou plus de
cancer gastrigue. Des mutations (un non-sens aitand’épissage) ont été détectées dans
deux familles (25 %). Il a été prédit que les demmtations tronqueraient la protéine E-
cadhérine dans le domaine du peptide signal. Daedamille, il y avait des preuves de non-
pénétrance et de susceptibilité aux cancers gastatjcolorectal ; ainsi, en plus de six cas de
cancer gastrique, un porteur de la mutation CDId&weloppé un cancer colorectal a 'age de
30 ans. Les chercheurs ont confirmé que les noatatierminales du gene CDH1 provoquent
un cancer gastrique familial chez les populatioms maories. Cependant, seule une minorité
de cancers gastrigues familiaux peut étre expligpa¢ales mutations de CDHL1. La perte de la
fonction de la E-cadhérine a été impliquée dangdthogenese des cancers colorectaux
sporadiques et d’autres cancers, et ces résutiatai$sent des preuves que les mutations
CDH1 prédisposent au cancer colorectal précocesiA@DH1 devrait étre étudiée comme
cause de susceptibilité héréditaire aux cancertigass et colorectauxFrances etal.,
1999).

2.1.4. Le géne PTEN

Le gene PTEN (phosphatase and tensin homologue) gour une phosphatase antagoniste
de PI3K a double spécificité (sérine et thréonif@)e le rdle d’important gene suppresseur
de tumeur en régulant négativement la voie de Bsgi@n cellulaire et les différentes voies
de I'apoptose, et dans nombreuses autre procesbulgsices tels que la polarité, la migration,

le métabolisme et la sénescefCapuana, 2019 ; Bubien, 2016).

La structure du géne PTEN
Le gene PTEN est localisé sur le bras long du chemme 10 en g23.31, c’est un géne de 9
exons, il s’étend sur 120 000 paire de base ,@aes€e codante produit une protéine de 403

acides aminés avec une masse moléculaire d’engif@66 Da .Le PTEN humain présente
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une structure de 4 domaine fonctionnels différentis domaine de liaison et de phosphatase
N-terminal sont responsables de l'interaction nramdire de PTEN principalement avec le
phospholipide PIP2et un domaine phosphatase de liaison (C2) qui @owble réle pour la
déphosphorylation des protéines et des lipidea eapacité de se lier aux phospholipides de
la membrane ce qui participe a sa localisation nmtandire , une queue C-terminale contenant
le domaine de liaison PDZ impliguée dans sa régulaiControle principalement les

interactions protéine-protéirf€apuana, 2019 ; Vladimir, 2009)figure 13 ).

PIP2-binding motif PEST motifs
Phosphatase C2 domain 1| C-ail
v . v
q 15 71 124 186 loop 352 400
403 PDZBD
N -
[I (c) C . __] (401-403)
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\ | y o4 1321 | e ]
Oxidation | [ | / /' s3627366 S370° S385
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- ~— ~ ,/ 4 -
ROS
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Figure 13 : La protéine PTEN est formée de multiple domaines. un domainghosphatase
pour déphosphoryler a la fois les lipides et lestgines, un domaine C2 pour l'interaction avecédalirane et
une queue C principalement impliquée dans sa régnlaQuelques acides aminés dans la région N-tedi

sont responsables de l'interaction membranaireT@&NPprincipalement avec le phospholipide PIP2. gtdale
(Capuana, 2008).

Mutations du gene PTEN

Une mutation germinale dans le géene PTEN entraima@ perte de fonction de sa protéine
peut conduire au syndrome de Cowden, un syndrortos@uique dominant responsable de
la prédisposition a plusieurs tumeurs telles quealecer du sein. Le niveau de risque de
cancer du sein des femmes porteuses d’'une muiggioninale du gene PTEN est considéré
comme « tres élevé » et les tests génétiques ebezpparentés peuvent étre mis en ceuvre. :
50 % développent un cancer du sein au cours devieua un age moyen de 40 ghsassolo

etal ., 2016 ;Capuana, 2019).
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2.1.5. Le géne TP53
Une prédisposition héréditaire au cancer eln a été liee aux mutations du TP53, un

gene “"suppresseur de tumeur " qui est un siegkédion génétique fréquentes en
pathologie tumorale humaine, il code pour la pr&d®53 qui agit sous forme d’'un facteur
de transcription central impliqué dans de multiygés de signalisation cellulaire , et joue un
réle crucial dans le contrdle du cycle cellulaitdeemaintien de l'intégrité du génome par la
stimulation des différents mécanismes de réparatie I'ADN ( excision de base et la
recombinaison non homologueBn réponse a des signaux intra et extra-celldaiee P53

permet en outre l'induction de I'apoptose lorsgae réparation est impossiblgaber,

2016 ;Bubien, 2016 ).
Structure du géne TP53

Le gene TP53 qui est connu classiguement $®usom de "gardien du génome"
est cartographié sur le bras court du chromosomenl pl3.1, c’est un gene de grande
taille composé de 19198 nucléotides du premienexbtexon 11 répartis sur environ 20 kb
d’ADN génomique , la séquence codante de ce géremesnencée dans le deuxieme exon et
se termine dans le dernier exon donnant naissanceARN messager de 2,8 kb, la protéine
pleine longueur traduite compte 393 acides amiA&3 avec un poids moléculaire empirique
d’environ 53 kDa d’ou son nom P53. C’est un factdartranscription qui sous sa forme
homotétramérique présente une structure modulgnigue des facteurs de transcription a 5
domaines fonctionnellement distinctan domaine de transactivation N- terminal (AA 1;42)
un domaine riche en proline (AA 63- 97) impliquéhdd’apoptose, un domaine centrale de
liaison & L’ADN (AA 102-292), un domaine de tétemsation et un domaine régulateur C-
terminale(Vladimir, 2009 ; Jaber, 2016 )figure 14).

ldu merisation
domain

NES Negative regulatory
onal igy
signal NLS signals domain

\Fw” Pr:(l;‘ml | DNA binding domain I | m l |

1 12 97 102 292 305 322 325 353 360 393

i}

Figure 14 : structure modulaire de la protéine P53iumaine. La P53 contient un domaine
Amino-terminal de transactivation (TAD) qui peutedsubdivisé en sous-domaines TAD1 et TAD2, suivie
d’'une Région Riche en Proline (PRR), un domaingran(DNA-binding Domain) et un domaine de

tétramérisation (OD) puis un domaine régulateubaayle-terminal (CTD) . Adapté ddaber, 201§.

38

—
| —



Chapitre 11l : La prédisposition génétique au cancer du sein

Mutations du gene TP53

Le facteur de transcription p53 codé par le geamdin TP53 se distingue comme un
suppresseur de tumeur clé et un maitre régulatediffifrentes voies de signalisation. Il est
impliqué dans le processus de tumorigenése effet ,des mutations constitutionnelles du
géene TP53 ont été signalées le plus souvent dgstions faux-sens dans lesquelles un seul
nucléotide est remplacé par un autre dans lesseixéhau niveau du domaine de liaison a
’ADN qui reconnait les promoteur des genes cildesp53, par conséquent , I'expression
d’'une protéine mutée contient seulement une selnstisution d’acide aminé dont la fonction
est altérée, cette mutation constitue, dans saefatassique, le syndrome de Li Fraumeni qui
est associées a des risques trés élevés de caremaire survenant a un age trés
jeune (médiane de 25 ans) en tant que la deux@t@etion génétique la plus fréquente
dans ce type de candgfiassolo etal., 2016 ; Noa etl., 2011; Jaber, 2016 ).

2.2 Les genes a bas risque
2.2.1 .Le géne CHEK2

La variation génétigue de CHEK2 dans la prédismrsiiéréditaire au cancer a été indiquée
pour la premiere fois en 1999, des mutations gaaleinde CHEK2 ont été découvertes chez
des patientes atteintes du syndrome de Li-Fraumiedu syndrome de LFS-like (LFL) de
type sauvage p53, suggérant que le gene CHEK2 gibuétre un nouveau gene de
prédisposition au syndrome de Li-Fraumeni. Les @erss atteintes du syndrome de Li-
Fraumeni ont tendance a étre plus susceptibleoid’an cancer du sein ainsi que d'autres
cancerdNevanlinna &Bartek, 2006)CHEK?2 est le principal intermédiaire dans la régons
cellulaire aux lésions de I'ADN double brin. Cetteosphoprotéine nucléaire joue un role
dans la voie de signalisation de la réparatiorAleN, ainsi que dans la stabilité et l'intégrité
de I'ADN (Kastan & Bartek, 2004).

Structure de CHEK?2

La checkpoint kinase 2 (CHEK2, Chk2), est la prwéproduite par le géne CHEK2 qui se
localise sur le chromosome humain 22q12.1. Le dameain s'étend sur environ 50 kilo
bases (kb) d'ADN génomique et se compose de l4sekarstructure de la protéine CHEK2
présente trois domaines caractéristiques ; un dwmbi-terminal SQ/TQ cluster (résidus
d'acides aminés 20-75), un domaine associé adal&éfourche (FHA) (résidus 112-175), et

un domaine sérine/thréonine kinase (résidus 22%-¢®fcun ayant des fonctions spécifiques
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Le SQ/TQ est un domaine régulateur contenant gsplus de sérine ou de thréonine suivis
de glutamine, sites de phosphorylation putatifégpés par la protéine kinase ATM qui active
CHEK2 en réponse aux rayonnements ionisants eautrels agressions génotoxiques qui
provoquent des cassures double-brin de I'ADN. Lrealne FHA est impliqué dans la liaison
a d'autres protéines phosphorylées. Le domaines&icatalytique occupe presque toute la
moitié carboxy-terminale de CHEK2, et il présemte tlhomologie structurelle, y compris une
boucle d'activation, avec d'autres kinases séhirhine (Stolarova et al., 2020).
L'activation du gene CHEK2 en réponse a un dommeatielaire empéche la progression du
cycle cellulaire vers la mitose et provoque l'ad@étcycle cellulaire a la phase G1. Par son
activité kinase multiple, CHEK2 joue un réle majelans la régulation du cycle cellulaire, de
l'apoptose et de la réparation de I'ADN. En répanse |ésions de I'ADN double brin. Ces
fonctions de CHEK2 dans le cycle cellulaire souféva possibilité qu'un dysfonctionnement
de CHEK2 puisse conduire au développement du cahcesein(Nevanlinna & Bartek,
2006).

Mutations du gene CHEK?2

La kinase CHEK2 contribue a maintenir l'intégrittngmique. Les preuves accumulées
suggerent que CHEK2 est un suppresseur de tumeuieetes défauts peuvent prédisposer a
plusieurs types de cancer. Au niveau moléculaeéedéfauts de CHEK2 conduisent soit a une
perte d'expression de CHEK2, soit a une atteintdad®nction de CHEK2 en tant que
molécule de signalisation. La mutation Y390C sedpiibodans le domaine sérine/thréonine
kinase ce qui perturbe la fonction kinase de CHEXZ2mpéche la phosphorylation des
facteurs en aval dans la voie de signalisation.si2s conditions normales, ATR se situe en
amont de CHEK2 et provoque sa phosphorylation. EsGHEK2 phosphoryle p53, ce qui
arréte la progression du cycle cellulaire de G1 doiSque la stabilité de I'ADN est
endommagée jusqu'a ce que les dommages de I'ABNtsa@parés. Cependant, la mutation
Y390C de CHEK2 empéche l'activation de p53 et tdif@ration des cellules avec un manque
de réparation de I'ADN, ainsi qu'une accumulatienmtutations dans le génome des cellules
qui conduisent finalement a la prolifération dedlubes tumorales et a leur métastases
(Nevanlinna&Bartek, 2006 ; Bartkova etal., 2005).Chez les porteuses d'une mutation de
BRCA1l, BRCA2 ou CHEK2, le risque de cancer du seour une femme ayant des
antécédents familiaux positifs de cancer du seirsegérieur a celui d'une porteuse de la

méme mutation, mais qui n'a pas d'antécédents ifamilde cancer du sein. L'effet est

40

—
| —



Chapitre 11l : La prédisposition génétique au cancer du sein

particulierement fort chez les porteurs de mutatide CHEK2, pour cette raison, CHEK2 a

été décrit comme un modificateur du risque d'awgesses de susceptibilité.

Les études ont identifié une mutation de CHEgKiRest plus élevée chez les personnes de
race blanche d’origine d'Europe du Nord et de (Eatmutation : 1100delC) c’est une
mutation fondatrice et sa distribution est restegirLe risque de cancer du sein au cours de la
vie pour les femmes présentant une mutation 11@0eetiont un parent au premier degré est
atteint d'un cancer du sein est d'environ 25 %agmprécoce au moment du diagnostic du
cancer a été associé a la mutation 1100delC datsnes études, mais pas dans toutes
(Narod, 2010).

2.2.2. Le géne ATM

Le gene ATM pour (Ataxia-telangioctasia meth code pour une protéine kinase
impliquée dans de nombreuses fonctions cellulae#de, assure notamment le maintien de
l'intégrité du génome, en jouent un role centraléadt que "transmetteur" dans le contréle du
cycle cellulaire, I'apoptose, dans la détectionleetsignalisation des dommages causés a
I’ADN. Elle intervient ainsi dans la réparation desssures double-brin (CDB) survenant lors
d’'une agression physique tel des radiations iotesavia I'activation de deux mécanismes : la
recombinaison homologue (RH) entre deux molécutesirs d’ADN et la jonction non
homologue (NHE) des brins brisés, mais son rolessigté démontré dans la mobilisation de
protéines de réparatiofAnne-Laure, 2017 ; Tatfi2019).

La structure du gene ATM

Le gene ATM situé sur le chromosome 11 eir22 a été identifie en 1988 par analyse
de liaison, puis identifié en 1995 par clonage fomsnel chez des patients présentant un
syndrome d’Ataxie-Télangiectasie. Il s’étend su® kb et est composé de 66 exons dont 62
codent pour une importante protéine kinase poss&0GH6 acide aminés pour un poids de
350 kDa , la protéine ATM fait partie de la sufemille des PI-3-Kinases et posséde un
domaine catalytique présentant des homologies Bvelbmaine catalytique de toutes les
protéines de la famille PI3K (pour Phosphatidyldital-3 Kinase) , Ce domaine est encadré
par un domaine FAT en N-terminal (de 500 acidesnas)i et un domaine FATC en C-
terminal (de 35 acides aminés). Par ailleurs, quatutres domaines fonctionnels se

distinguent : le domaine NLS assurant le transperia protéine au noyau, le domaine a
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leucine zipper, le domaine FAT contenant la séd®81 (site d’'auto-phosphorylation
d’ATM) et le domaine PI13-KBubien, 2016 ; Anne-Laure, 2017 ; Tatfi, 2019)figure 15).

Domaine FATC

(3024-3056)
NLS Leucine zipper Domaine FAT Domaine P13-K
(385-388) (1216-1241) (1960-2566) (2712-2962)
® @

() ) (P
Ser367 Ser1893 Serl981

Figure 15: Domaines fonctionnel§Anne-Laure, 2017).

Les mutations du géene ATM

A I'état homozygote, une mutation germinaikalkélique du géne ATM est a l'origine du
syndrome pédiatrique ataxie-télangiectasie vieBtrd’identifié comme étant associé a un
risque accru de tumeurs malignes, notamment marasaitors qu’a I'état hétérozygote, les
mutations d’'un seul alléle dans le géne ATM sentbfgadisposer aussi a la survenue de
certains cancers dont et principalement le caneersein (Cohen-Haguenauer, 2019 ;
Viassoloetl., 2016 ; Anne-Laure, 2017).
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Longueur
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Figure 16:Mécanismes potentiellement impliqués danle risque de cancer du sein et les

genes connus qui y sont associéss génes en rouge correspondent aux alleles desposition a forte
et moyenne pénétrance, alors que les génes emrdnlimspondent aux alleles a faible pénétrgAcme-Laure,
2017).
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Ill.Patients et méthodes

Type d’'étude

Dans le cadre de notre sujet de rechercheasprddisposition du gene BRCA1 dans la
survenu du cancer du sein, Nous avons realisétude descriptive rétrospective et une étude
prospective dont le principale objectif est la enégi point de la PCR de I'exon 13 du gene
BRCAL1, de sa PCR de séquence puis son séquencage.

Population d’étude

Notre travail sur ce sujet se divise en :

v" Une étude rétrospective pour I'année 2017 portani®7 cas présentant un cancer
du sein, dont 21 cas avec un age moyen de 45 aes eintécédents familiaux.

v’ Une étude prospective réalisée sur 3 patienteseqia@s un cancer du sein
héréditaire avec un age moyen de 40 ans.

Ces patientes ont été recrutées parmi les maladegrdice du CAC du Centre Hospitalier
Universitaire Ben Badis de Constantine (CHUC), dalisation pratique du travail s’'est
effectuée au niveau de laboratoire de recherctizialegie et de Génétique Moléculaire de la

faculté de médecine « Salah Boubnider » de Cornstant

Questionnaire, enquéte familiale et consentement

Le recueil des renseignements cliniques a fé&@éteé a I'aide d'un questionnaire réalisé a
cet effet (annexe), nous avons précisé I'age, Xe,des antécédents personnels et familiaux
du cancer du sein ou d'autres cancers, la congaitguil’élaboration des arbres
génealogiques les plus complets possible a pagtifhistoire familiale de la maladie. Un

consentement éclairé a été obtenu de chaque matient
1. Etude prospective
2.1 Prélévement sanguin

Mode de prélevement

Le prélevement sanguin pour I'étude génétifjiextraction de I’ADN) est recueilli
stérilement sur un tube de type Vacutainer a EDBAti¢oagulant et inhibiteur des
nucléases) en quantité de 6 a 10 ml. Les prélévisndensang ont été réalisés au niveau du pli

du coude apreés la pose d’un garrot.
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2.2Extraction d’ADN
L’extraction de 'ADN est une technique permettdiisoler 'ADN des cellules pour

permettre son analyse.
Principe

Les leucocytes sont séparés du sang totale pahiysaonique et traitement ensuite par un
détergent (SDS) et une protéinase k. 'ADN nuckast libéré dans le milieu et les protéines
qui lui sont associés sont digérées et éliminégpanipitation au Nacl . La pelote d’ADN est

formée dans le surnageant par précipitation avdbdhol. L'ADN est solubilisée en phase

aqueuse et le rapport de la DO 260 nm sur la DDr28 (longueur d’'onde d’absorption des
protéines) est déterminé. Il doit étre compriseet8 & ZAnnexe 2).

2.3 L'amplification par PCR
Principe

La « Polymerase Chain Reaction » est une tgearde biologie moléculaire qui permet
d’obtenir par une succession de réplications iroudtimportantes quantités d’ADN. Un cycle
d’amplification est déroulé sur trois étapes : déraion, hybridation et élongation. Apres la
préparation du mix de la PCRnnexe 3).Nous avons pris 24ul de mix avec 1ul d’ADN
pour chaque tube. Ensuite les cycles de la PCRoedéroulés dans un thermocycleur (35

cycles pendant 2h30). Les conditions d’amplificatsont les suivants :
Programme PCR :

95°C Dénaturation 5 min

94°C Dénaturation 60 se

60°C Hybridation 60 sec 35 cycles

72°C Elongation 60 sec

72°C Elongation finale 10 min

» Contrble de I'amplification
Le contrble a été réalisé par électrophorese haidt® sur un gel d’agarose a 1,5%
coloré par le BET : on ajoute 1,5 g d’agarose arhDfe tampon TBE.
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> Electrophorése et visualisation des produits d’amjfication

On procede, enfin, a I'étape de révélation des yitecamplifiés. La spécificité des bandes
observées sur le gel est confirmée a I'aide du oeangde taille. Les produits PCR doivent
étre visualisés afin de vérifier I'efficacité demplification des échantillons étudiés. Pour
cela, les 10 ul de chaque produit d’'amplificati@s échantillons sont déposés lentement dans
les puits du c6té de la cathode selon I'ordre deamillons dans les tubes PCR. Un marqueur
de taille de poids moléculaire connu est déposéiaars parallele avec les échantillons
préalablement mélangés avec du bleu de bromoply@npkermet de suivre leur migration au
cours de I'électrophorese pour estimer la taills deplicons qui doit étre de 1301pb.
L’électrophorése est démarrée a 100V, pendant B0tes. Cette durée dépend toutefois de la

taille des fragments amplifiés.

A la fin de I'électrophorése, le gel est visualip@js photographié au-dessus de I'éclairage
UV permettant de visualiser les fragments d’ADNsaique la position des fragments du
marqueur de taille qui doit apparaitre sous formebdndes fluorescentes. Cette analyse
permet de vérifier la spécificité de la séquenceldi@e. Pour cela, on doit s’assurer de la
taille de la bande correspondante a cette séquénf@t vérifier que le produit PCR du
témoin négatif ne montre pas de bande amplifieesgratucorrespondre a une contamination

par un ADN étranger.

Photographie 01 : contrdle de produit PCR.
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2.4. Séquencages direct
Principe

Le séquencgage consiste a déterminer la successfonutléotides qui compose 'ADN. La
technique la plus utilisée c’est la techniqgue degBa qui détermine l'ordre de quatre
nucléotides dans un brin d’ADN en utilisant des [Nt une faible concentration de ddNTP
qui agissent comme terminateur de chaine. Cett@riarson ce fait au niveau des nucléotides
correspond aux dédésoxyribonucléotide incorporés dan réaction. Chaque ddNTP est
marqué par un fluorochrome, ces fluorochromes @mettle fluorescences de couleurs
différentes, chacune de ces couleurs physiqueoesiedie en une couleur informatique par
un logiciel. La réaction de séquencage a été gmlavec le kit de séquencage Big Dye

Terminator de Applied Biosystems .

Les difféerentes étapes du séquencage sont les suites :
-Purification des produits PCRAinexe 2).

-PCR de séquence

- Purification des produits de la PCR de séquence

- séguencage

Utilisation du séquenceur "Applied Biosystems / AOHI" avec un logicielle permettant
'analyse de résultats. Enfin, la comparaison dedlfe des bases des séquences obtenues par

rapport a la séquence sauvage (séquence de réfppene identifié les modifications.

V. Résultats et discussion

1. Etude rétrospective
Etude épidémiologique
Nous avons réalisé une étude rétrospective du cahcesein a partir des dossiers des

patientes de I'année 2017 au niveau du serviceAde d& I'hépital universitaire de Ben Badis
Constantine. D’abord tous les cas sont des femnid/cés). Les femmes sont
significativement et considérablement plus touclp@ede cancer du sein que les hommes. Le

cancer du sein présente une prédominance fémieite n

Parmi les 127 cas, nous nous sommes intéress@pgeam@nt aux patientes présentent des

ATCD familiaux de cancer du sein.
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Répartition selon 'age

Tableau Ill : La répartition des patientes selon lage

Age (année) Nb de patientes Nb de patientes avec
Sans ATCD des ATCD

130,40] 16 4

140,50] 34 8

150,60] 34 6

160,70] 15 3

170,80] 7 0

Total 106 21

Il est prouvée de longue date que I'incidence diwceadu sein augmente nettement avec I'age,
qui devient un facteur de risque sérieux des ldrguae décennie. D’apres nos résultats on
observe gue la tranche d’age entre 40-50 ans kstoue compte le nombre le plus élevé de

patientes dans la population avec des ATCD scasgFigure).

Aussi nous avons 4 personnes atteintes dont I'agergre 30 et 40 ans donc nous avons 57,
14% des cas c’est-a-dire plus que la moitié avagelde la ménopause (un age précoce) par

rapport au celles qui ne présentent aucun ATCDoet dage de survenu du cancer se situe

entre 50 et 70 ans.

Répartition selon les ATCD familiaux

0%
0%

% ~0% 0%s 66%

|

83,46%

W ATCD du 2éme degré

La classe des ATCD familiaux (en%)

W ATCD du ler degré

Aucun ATCD

Figure 17 : Répartition selon les antécédentsifaliaux
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La notion d’antécédent familial de cancer du segt@aretrouvée dans notre série dans 16,
53% (8,66% de L degré et 7,87% de 2éme degré) le reste de paiest@résente pas des
ATCD familiaux de cancer du sein. Il a été relewadd plusieurs études que plus il y a de
apparentés surtout dé' tlegré atteints d’un cancer du sein plus la prdiv@kju’il soit lié¢ a
des mutations BRCA1/2 est forte. De méme que laesur d'un cancer du sein a un age

précoce.
Répartition selon la parité

Tableau IV: Répartition selon la parité

Patientes avec ATCD

Patientes sans ATCD

La Parité: 71,43%
La nullipare : 23,80%

La parité : 88,68%
La nullipare : 11,32%

Dans notre échantillon la majorité des patientesdas enfants, soit 71,43% des patientes
avec ATCD et 88,68% des patientes sans ATCD. L&tuel Espié edl., 2012 au sujet de la
parité, montre qu’en cas de premiere grossesseagaitardif (aprés 30 ans), chaque nouvelle
parité augmenterait le risque de cancer du seinrdpport a une nullipare, le Risque Relatif
(RR) du cancer du sein pour une femme ayant euesnigére grossesse a terme avant 20 ans
est de 0,5. Ce risque est plus important chezelesries ayant une premiére grossesse apres
35 ans que chez les nullipares (RR= 1,2). Le nordlanefants, d’autant que la patiente les a

eus a un age jeune, semble également avoir upmdiecteur contre le cancer.

Répartition selon 'age de ménarches

Tableau V : répartition selon I'age de ménarches ar les femmes avec ATCD familiaux

Nombre Age Fréquence
12 =12 ans 57,14%
4 13-14 ans 19,04%
5 >15 ans 23,80%

La majorité des femmes de notre population d’étsolet mariees et ont des enfants, sauf
23,80% des cas qui sont célibataires (figure) bseove que 57,14% des patientes ont eu

leurs ménarches a I'adge de 12 ans. Les ménarciidgerade (13-14 et de 15 ans) font la
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particularité de la plupart de nos patientes. Skdittérature, les ménarches précoces (avant

12 ans) et la nulliparité sont associées a undéncie plus élevée de cancer du sein.

Tableau IV : Répartition selon I'dge de ménarcheshez les patientes sans ATCD

Age Fréguence
<12 ans 15,09%
=12 ans 28,30%
13-14 ans 35,85%
>15 ans 18,86%

15,09% des patientes sans ATCD ont leurs ménaechasage précoce (avant 12 ans) alors
gue 18,86% les ont eues a un age tardif. Pluséudes incriminent 'age des premiéres
régles comme facteur de risque, plus les reglesssomenues tét plus le risque est élevé.

Répartition selon la ménopause

La ménopause

33,33%
M oui

H Non
66,66%

Figure 18 : Répartition selon la ménopause chez lgstientes avec ATCD.
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La ménopause

M oui Mnon

Figure 19 : Répartition selon la ménopause chez dpatientes sans ATCD
Dans notre étude, 33,33% des patientes avec AT@Dmsénopausées contre 44,33% chez
les patientes sans ATCD. Selon I'étude de Espei.eR012,un age tardif de la ménopause
ressort souvent aussi comme facteur de risqueddagdper un cancer du sein. En effet, Pour
chaque année d’élévation de I'age de la ménopalugea une augmentation du risque de

survenu de cancer du sein d’environ 3% a 4 %.

Répartition selon la contraception orale

Tableau VII: Répartition de la population d’étude selon la contraception orale

Patiente avec ATCD Patientes sans ATCD
Oui: 28,57% Oui : 43,39%
Non : 71,43% Non : 56,61%

On observe que 71,43% des patientes avec des Agi(E8,61% des patientes sans ATCD
de notre série ne prennent pas de contraceptitgjiancorde avec I'étude menées par
Senhadiji et El kébir en 2010 qui montre que nypetde contraceptif utilisé ni la durée de
traitement n’ont révélé de lien avec la maladies d#férents groupes de contraceptifs oraux
rendent difficile I'établissement d’une éventuetdation entre I'utilisation de chacune d’elles
et I'apparition d'un cancer du sein. La majorité @aquétes ne prouve pas de maniére
significative et ne donne pas une indication clauecette liaison ni sur I'effet tumorigene de

la durée de la prise des contraceptifs.

La majorité des études publiées n’ont pas retroioutes femmes confondues, d’élévation du

risque de cancer du sein liée a la contraceptiale oPlusieurs études se sont particulierement
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attachées a I'élévation du risque de cancer duaseint45 ans. . En ce qui concerne les
femmes plus agées, aucune élévation du risquelaentraception orale n'a été retrouvée,
certaines études évoquent méme une possible rédulttirisque. En cas de mutation
BRCAL1/2, les études étaient contradictoires, un@afrapalyse a été effectuée regroupant 18
études et 2855 femmes avec un cancer du seinretroave pas d’augmentation significative

du risque : RR=1,13. Il n’a pas été observé diafteé.

La pilule n’est donc pas contre-indiquée en casidgationBRCA ;mais, il est recommandé
de l'utiliser a visée contraceptiyEspié etal., 2012)Alors qu’une autre étude indique que le
risque de cancer du sein est augmenté d’enviréd 2Bez les femmes utilisant couramment
les contraceptifs oraux et que cet accroissemerisgee chute des l'arrét de la
consommation, de sorte que, 10 ans apres l'arréttissation, aucune augmentation

significative de risque n’est manifegtékondjock & Ghadirian, 2005).

Répartition selon le type histologique et le grade

Tablau VIII : Répartition selon le type histologique chez les femmes avec ATCD

Nombre Résultats Biopsie Fréquence
15 Cancer canalaire infiltrant 71,42%
(CCI)
2 Cancer in situ 9,52%
2 Cancer lobulaire infiltrant 9,52%
1 Carcinome mucineux ou 4,76%
colloide
1 Carcinome ? 4,76%

Tableau IX : Répartition selon le grade SBR chez fefemmes avec ATCD

SBR1 SBR2 SBR3

0% 76,19% 23,81%

Dans notre série, le carcinome canalaire infittrast le type histologique le plus observé
(71,42%), le grade histopronostique de SBR dan® c#frie a révelé la prédominance du
grade 2 (76,19%) suivi du grade 3 a (23,81%) ajjoies le grade 1 n’existe pas. Sur le plan
histologique, le CCI est le type histologique lepfréquent, son agressivité est liee a une

plus grande fréquence des cancers indifférencréslégB)(Znati et al., 2014).
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Tableau X : répatrtition selon le type histologiquechez les patientes sans ATCD

Carcinome canalaire infiltrant

Autres types

70,75%

29,25%

Tableau Xl : Répartition selon le grade SBR chez fepatientes sans ATCD

SBR1

SBR2

SBR3

4,16%

53,12%

42,71%

Notre étude a retrouvé un carcinome canalairetriafit chez 70,75% des cas. Le CCI reste
toujours le plus fréquent chez notre deux groupepaliientes ce qui concorde avec les
données de la littérature.

Concernant le grade SBR, 53,12% des cas sont de grat 42,71% sont de grade 3. Toutes
les études montrent que le risque métastatiqua stirvie sont fortement corrélés au grade,
ainsi le grade de SBR 3 est de mauvais pronosticgmport au grade 1 et 2 ce qui montre
'agressivité de la tumeur chez plusieurs patente

Répartition selon les résultats anatomopathologices

Tableau XII : Récepteurs hormonaux chez des patiees avec ATCD

RH+ RH-

83,33% 16,67%

Tableau Xlll: Récepteurs hormonaux chez des patiges sans ATCD
RH+ RH-

64,15% 35,85%

Nos résultats indiquent aussi bien chez les patseatec ATCD que sans ATCD, la
prédominance des tumeurs exprimant les récepteuansamaux avec 83,33% chez les
patientes avec ATCD et 64,15% chez les patientes AACD. Selon I'étude deéenault-

Liorca, 2014 et plusieurs autres études, Les récepteurs hommana cestrogenes sont des
marqueurs de différenciation tumorale alors queoksitivité des récepteurs aux progestérones
témoigne de la fonctionnalité des récepteurs aurogenes, et la positivité de récepteurs
hormonaux de ces deux hormones ( progestéronsteigeEne) chez ces patientes sont des
facteurs pronostiques puisque I'expression de@s=pteurs est un élément de bon pronostic

et surtout prédictif de la réponse au traitementriomal.
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Tableau XIV: Récepteurs HER2 chez les patientes psentent des ATCD
HER2 + HER?2 -
41,67% 58,33%

Tableau XV : Récepteurs HER2 chez les patientes ssATCD
HER2 + HER?2 -
26,92% 73,08%

Les récepteurs HER2 étaient négatifs dans 58,33%cae de patientes avec ATCD et dans
73,08% des cas de patientes sans ATCD surtoutldarSCI, ce cancer est essentiellement
hormono-dépendant (HER2 -). Dans notre série naiouvons les différentes types

moléculaires ce qui concorde avec les donnés litéélature (la classification de Peru) :

Luminal A : Les tumeurs sont RH+/HER2-, Elles sgéhéralement de bas grade

Luminal B : Les tumeurs sont soit RH+/HER2-, sait-RHER2+, sont de grade plus élevé
Cancers dits "triples négatifs" : RER-Rt HER{Penault, 2014).

La présence de ces récepteurs (tumeur RH+) esbdepionostic et indiqgue une tumeur

hormono-sensible. Leur absence est de moins bamsgtio, les tumeurs R— répondent mieux

a la chimiothérapie. Le statut HER2 était un factieimauvais pronostic avant I'introduction

des traitements par trastuzumab et est un facté@digbif d’'une réponse aux thérapies anti-

HER2.

2. Etude prospective

Les trois sujet de notre étude sont des patietiteist@s d’'un cancer du sein et présentant des
ATCD de f'" degré. Le questionnaire été réalisé directemenupanterrogatoire avec les
patientes.

Des arbres géneéalogiques ont été réalisée a partihistoire familiale de chaque patiente

avant de réaliser le séquencgage.

La patiente 1 : Age : 51 ans
Mariée
Pré-ménopausée

Siege de la tumeur : seintdro
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Figure 20 : Arbre généalogique de famillel ;la Paginte 4 et sa sceur (5) sont atteintes.

La patiente 2 : Age : 35 ans
Mariée
Pré-ménopausée

Siege de la tumeur : sewitdr
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Figure 21 : Arbre généalogique de la famille 2. &iente 13 est et son pere (11) sont

atteints.

Patiente 3 : Age : 39 ans
Célibataire
Pré-ménopausée

Siége de la tumeur : sein gauche
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O
XY Yelele

Figure 22 : Arbre généalogique de Famdl 3.La patiente 3 et sa sceur (4) sont

atteintes.

Résultats du séquencage

Photographie 02: Résultat de séquencage de I'exof de la patiente 1.

Photographie 03: Résultat de séquencage de I'exon 13 de la patiei@te

Photographie 04: Résultat de séquencage I'exon 13 de la patiel®e
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Photographie : Résultats de Chromatogrammes du séqucage d’une partie de I'exon
13.
Nous avons comparé l'enchainement des basestrdes séquences obtenues par
séquencgage avec la séquence sauvage de I'exon 8néuBRCAL : aucune modifications
n'a été détecte, les trois séquences sont idemstigotre elles et a la séquence sauvage. Nos

résultats montrent que I'exon 13 de notre troigepées est intact.

Nos résultats ne sont pas en accord avec plusiéunes qui ont trouvé des modifications au
niveau de lI'exon 13 du gene BRCAL prédisposant amcer du sein exactement une
duplication d’'un fragment de 6Kb au niveau dedie 13 a été observé dans différentes

populations .

Une duplication d'un fragment de 6 kb comprenamtoh 13, ins6kbEx13, est considérée
comme une mutation fondatrice commune originaire rdud de la Grande-Bretagne
(Kremeyer et al., 2005) cette duplication de I'exon 13 a été veérifiéesapar Kremeyer et
al. (2005) dans six familles suédoises de cancer du etedte I'ovaire apparemment non
apparentées. lls ont testé les patients d'un eneatall42 familles de cancer du sein et de 52
familles de cancer du sein et de I'ovaire pouraétda mutation ins6kb Ex13 de BRCAL. La
méme mutation était détecté chez une femme ayaité e sa mere une duplication de 6 kb
de I'exon 13 (ins6KbEx13) dans le gene BRCA1 (Midiretal., 2008). Aussi selon les
travaux de Brank etl.(2005) qui ont été fait au nord-américains poeétedniner la
prévalence de cinq mutations du réarrangement de BRCA1L, Les résultats obtenus chez 2
634 porteurs de mutation, ont montré une duplicatie 6 kb de I'exon 13 du gene BRCAL.II
est intéressant de noter que la duplication dehek3 a également été observée chez des
patientes d'origines diverses, notamment afro-aaieies, latino-américaines/caraibes,
d'Europe centrale/de I'Est et alleman(i&snk et al., 2005).
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Notre étude été effectuée sur un échantillon die tastreinte (3 patientes) peut étre c’est la
raison pour laquelle nous n’avons pas trouvé lesnafies retrouvé dans la littérature, aussi

nos patientes ont peut étre des altérations sualdes exons des génes BRCAL et/ou
BRCA2.
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V.Conclusion et perspective

Notre travail comporte deux volets, une étude épidibgique rétrospective et une étude

prospective. Les résultats de I'étude épidémiolagiqmontre que cette pathologie est grave
vue son age de survenue. L'age est le facteursdgigile plus important surtout chez les

patientes porteuses de mutation BRCA1 ou ayanadigsédents familiaux. Nous avons noté
aussi la prédominance du carcinome canalaire renfift chez 70,75% des patientes avec
gravité élevé de grade 2 et 3.

Concernant les contraceptifs, la majorité dades publiées n’ont pas retrouve d’élévation

du risque de cancer du sein liés a la contracemtiale. Nous avons noté également que la
positivité de récepteurs hormonaux est un facteusah pronostic. Les récepteurs HER2 joue

guant a eux un role essentiel dans le choix dediapie.

5% des cancers du sein sont liés a une préiigpo génétique. Les mutations les plus
fréequentes touchant le gene BRCA1 sont impliquées 80% de cancer du sein. |l a été
identifié sur plusieurs études de mutation de ipg6KbEXx13 dans I'exon 13 alors que notre
étude sur les séquences de I'exon 13 des troisntas n'a détectée aucune modification au

niveau de cet exon.
Perspectives

- Il nous manque plusieurs paramétres épidémiologiqians cette étude tels que :
I'allaitement, I'age de la premiére grossesse aidge de la tumeur. Dans I'avenir il
serait intéressant d’étudier ces facteurs.

- Nos résultats concernant I'étude prospective pdu@ta dus a la taille restreinte de
notre échantillon, dans l'avenir il serait préféealt’augmenter le nombre des
patientes pour obtenir des résultats plus conctuant

- Le géne BRCAI est de grande taille et les altanatgenétiques peuvent étre
localisées dans n’'importe quel exon de ce gerfayilséquencer tout le gene pour
augmenter la chance de détecter ces altérations.
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Annexes



Annexe 01 : Questionnaire utilisé

Fiche des patientes atteintes du cancer du sein

Le présent questionnaire qui vous est adressé&stinans le cadre d’'une étude sur le cancer
du sein, il est destiné a accueillir des informaiqui seront exploitées a des fins
exclusivement scientifiques.

Merci pour votre participation *

Questionnaire

cancer du sein
Date de prélévement : ...... Y Y S— N° de patientes : ....ocuu......
5 o] 5 3. Prénom & ....q.. Age: ... Adresse :

Profile épidémiologique :

aille : ........ Poids e IMC :

Age de diagnostic :

Statut hormonal : Activité génitale [ | Age de ménarche :

Cycle régulier / irrégulier

Cycle <a 24 jrs i:‘
Cyclede25a31jrs [ |
Cycle 23 32 jrs EI

Ménopausée : oui Non D Age de ménopause : ............

Célibataire E veuve lj Divorcé D

L [

Situation familiale : mariée

ATCD personnel :

Age de mariage

Nombre d’enfant :

Age dé premier grossesse :

Allaitement au sein : oui l:l Non D | 61 = = N
Contraception oral : oui | Non D Durée:t oo Type
Fzusse couche : oui Non [ ] nombre :......  Age de grossesse ...



Annexe 02: Les étapes de I'extraction d’ADN

Préparation des leucocytes

-Dans un tube flacon de 50 ml. Mettre le sang etpiéter a 25 ml avec du TE 20 : 5 laissez
10 min dans la glace

-centrifuger 10 min a 3900 g

- aspirez le surnageant avec la trompe a vide

- ajoutez quelque ml de TE 20 :5 au culot et legiti@ en suspension avec une pastette
-compléter a 25ml avec du TE 20 : 5 et laissez itDdans la glace

-centrifugez dans les mémes conditions de la prenfioés

-aspirez le surnageant avec la trompe a w® obtention du culot des leucocytes
Extraction de 'ADN

- Transvasez le culot du leucocyte dans tube flaleohs ml.

- ajoutez 3ml de tampon de lyse (Na cl 400mM ; EC¥IMM ; Tris 10mM ; pH 8,2).

- ajoutez 200u! de SDS a 10 %.

- ajoutez 100 pl de protéinase k a 10 mg / ml.

- agitez le tube sur roue a 37 °C une nuit.

- Le lendemain, refroidir dans la glace.

- Ajoutez 1ml de Nacl 4M et agitez vigoureusemelat @ain.

- Remettre 5 min dans la glace (précipitation desmnes).

- Centrifugez 15 min a 2500 rpm .

- Transvasez le surnageant dans un tube de fakedbdy, ajoutez 2 fois son volume
d’éthanol absolu (100%) préalablement refroidigitest en retournant le tube plusieurs fois :
la formation de la méduse visible a I'ceil nu (Lasgventuellement 30 min a 20°c (si la

pelote ne se forme pas)

- Récupérer la pelote d’ADN avec une pipette pasela rincer 2 fois dans éthanol a 70% .
-mettre la pelote dans un tube nunc
Solubilisation :

-Ajouter entre 300 et 1000 pl de TE 10 :1 selogrésseur de la pelote et la concentration
souhaitée.

-laisser une nuit sur un agitateur rotateur a 37dcs température ambiante jusqu’a
dissolution Complete (de 1 jusqu’a 3 jrs).



Annexe 03 : composition du mixe réactionnel de PCR

Mix PCR Volume en pL / échantillon  Nombre d’échantillont+ Blanc
Tampon (10X) 2,5 uL 12,5 uL
MgCl2 (25mM) 2 uL 10 pL
AmorceF (10 uM) 0,5 pL 2,5 uL
Amorce R (10uM) 0,5 uL 2,5 uL

Taqg Gold /optimase 0,2 uL 1puL

H20 14 3 pL 71,5 L
dNTP (1,5 mM) 4 pL 20 pL

ADN 1 pL+ 24 pL de mix

Pour un volume réactionnel final = 25 pL

Annexe 4 : programme des PCR du gene BRCAL1
Etapes PCR Taqg Gold

Activation 95°C - 5min
Dénaturation 94°C -60s
Hybridation 60°C -60s
Elongation 72°C-60s

Elongation finale 72°C — 10 min
Répétition des étapes 2.3 et 4 pendant 35 cycles

Contréle de la PCR sur gel d’agarose a 1,5 %

Annexe 05 :

Purification

Binding Buffer + 10 ml isopropanol.

-Wash Buffer +64 ml Ethanol.

- 1 Volume de produit PCR +4 Volume Binding Buffer.

-Ensuite centrifuger (12000t/min) pendant 1min.

-Ensuite ajouter 650uL de wach Buffer puis ceng@iu(12000t/min) 1 a 2 min.
-puis Elution Buffer +50uL reps et centrifuger Q0Bt/min).




Annexe 06 :

Géne BRCA1

Exon 13:

(E15 el

46081 gtatgatata ttttcattta atggaaagct tctcaaagta tttcattttc ttggtgccat
46141 ttatcgtttt z g caacataacc tgataaagct

46207 ERdddade fagaagctet g k ag 5 agccttctaa
LM tccatcataa gtpactcttec tgcccttpag ¢ gcgaa atccagaaca

46321 [EFFEFIete tgtattgttg gecaaacact gatatcttaa geaaaattct ttocctteccc

ar =

Annexe 07 : Arbres généalogiques des trois familles étudiées
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Arbre généalogique de la famille F1.

’ 159 FF

o [ 5 Q—r_Ll é&)
. mi Yale

17

v L)L

Arbre généalogique de la famille F2.
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Arbre généalogique de la famille F3 .
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Abstract

Breast cancer is the most frequent malignatiigb@gy in women. Our work deals with two
parts, the first epidemiological is to determinengoepidemiological and clinical parameters
related to breast cancer in 21 patients with breaster and have a family history using their
medical records. The study reveals that breastetaaifects these women at an early age
(between 30 and 50 years) (57,14 %) the majoritytheke patients have infiltrating ductal
carcinoma (71,42%) and are grade SBR 2 and 3.

The second is to study the genetic and moleculafilprof patients with breast cancer and
have a family history of 1st degree. We startedhwlie direct questionnaire to look for risk
factors and to establish the family tree. Then wecgeded with the extraction, pcr and
sequencing techniques using the DNA of our threéemis in order to look for modifications
at exon 13 of the BRCAL gene predisposed to bresaster. After comparison of the three
sequences of exon 13 of our patients obtained Qyeseing against the reference sequence

no modification was detected and the exon 13 df @atient was intact.

Keywords: Breast cancer, genetic predisposition, BRCA1 gsequencing.



Résumeé

Le cancer du sein est la pathologie maligne la piguente chez la femme. Notre travail
porte sur deux parties, la premiere épidémiologigieconsiste a déterminer certains
parameétres épidémiologiques et cliniques liés acaradu sein chez 21 patientes atteintes
d'un cancer du sein et ayant des antécédents damiken utilisant leur dossier médical.
L'étude révele que le cancer du sein touche ceséna un age précoce (entre 30 et 50 ans)
(57,14%) la majorité de ces patientes ont un cansencanalaire infiltrant (71,42%) et sont de
grade SBR 2 et 3.

La seconde est d'étudier le profil génétique ettmdhire des patientes atteintes d'un cancer
du sein et ayant une histoire familiale de ler éleddous avons commencé par le
guestionnaire direct pour rechercher les factearssdjue et établir I'arbre généalogique. Puis
nous avons proceédé aux techniques d'extractioR,GR et de séquencage a partir de I'ADN
de nos trois patientes afin de rechercher les noatibns de I'exon 13 du géene BRCAL
prédisposant au cancer du sein. Apres comparaissrirdis séquences de I'exon 13 de nos
patientes obtenues par séquencage contre la séggdemnéférence aucune modification n'a éte

détectée et I'exon 13 de chaque patient étaittintac

Mots-clés : Cancer de sein, prédisposition genétBRCAL, séquencage.
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Résumé

Le cancer du sein est la pathologie maligne la fpiguente chez la femme, cette pathologie reste la
principale cause de mortalité féminine en Algétidans le monde et demeure un probleme majeur d
santé publique.

Objectifs

Deux études ont été fait, 'une rétrospective épidéogique et I'autre prospective moléculaire ses d
patientes atteintes d’un cancer du sein de différetade et type. Notre objectif c’est de détermies
facteurs de risques du cancer du sein d’'une pditaetre part de rechercher des éventuelles dtiésat
génétiques au niveau de I'exon 13 du gene BRCAdigwésant au cancer du sein chez 3 patientes p
mise au point de la PCR et le séquencage

Méthode

Une étude rétrospective effectuée sur 127 patiénpestir de leurs dossiers médicaux dont 21 patsen
avec des antécédents familiaux. Le séquencagextenl’l3 du gene BRCAL réalisé chez 3 patientes.
Résultats

L’age est le facteur de risque le plus importdapparition de cancer du sein augmente avec I'fwys a
gue le cancer du sein familial apparait a un ageqae. Le carcinome canalaire infiltrant est lesplu
fréquent chez 71,42 % des patientes et le gradeeSB&e 2 et 3dans la majorité des cas.

L’étude moléculaire ne montre aucune modificatiomeveau de I'exon 13 du géne BRCAL et les trois

séquences de I'exon 13 de notre patientes somtésta

Conclusion

D’autres études sur des échantillons plus largessaéecessaires pour de détecter les altérations
géneétiques. Afin de chercher des modificationdesgene BRCA1 et son association avec cancer du
il faut séquencer tout le géne.
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