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Introduction

Le cancer du sein (CS) constitue une patholoéiérbgene et multifactorielle qui nait
de I'échappement de cellules mammaires aux mécanisi@ contréle de la prolifération. C’est
la premiere cause de mortalité chez la femme emeurG’est un cancer qui touche plus de
37000 nouveaux cas par an enFrance et est resposaplus de 11000 déces estime en 2000
[Molinie F et al, 2008]. Il est égalementconsidéotnme étant le premier cancer de la femme
au Maroc et en Jordanie [Dajani YF et al, 1987, kaidlAA et al, 2003].

Dans notre pays, on déplore chaque année 750aox cas du cancer du sien (sur
35000 cas annuels toute localisation confondue)detalité décroit de 1,3% en moyenne par
an, le nombre de nouveaux cas a baissé de 2,1%@3i8% entre 2005 et 2006 [Registre des
tumeurs d’Alger, 2005].

De nos jours, plusieurs facteursisigue contribuent a I'apparition du CS, mais aucun
facteur n'a pu étre impliqué directement dansadgathogénie de ce cancer, a I'exception de la
transmission héréditaire de certains génes degmésition. Cependant, les travaux réalisés ces
vingt derniéres années en biologie moléculaire 8uoBt permis d’identifié un grand nombre
d’acteurs moléculaires participant aux grandestfons qui définissent le phénotype cancéreux
[Eisinger F et al, 1995].

Parmi ces marqueurs moléculaires nous avons ligstlion S-Transférases (GST),
enzymes polymorphes impliquées dans la conjugairomposés électrophiles nocifs au
glutathion, la cancérogenese et la chimiorésistamoe agents anticancéreux. Récemment,
plusieurs études suggerent que les GST jouerarendla antioxydant potentiel protégeant les
cellules concernées des dommages occasionnésspadleaux libres. De plus, de nombreuses
études épidémiologiques ont mis en évidence I'tapin de certaines variantes alléliques de
la GST dans le développement de plusieurs maladsesoir le CS [Sheehan D, 2001].

A cet effet, dans le présent travail nous avongiaée comme objectifs :

» Effectuer une enquéte descriptive dans le but depecter I'implication de certains
facteurs d’ordre étiologique de I'apparition du CS.

* Tenter d’apporter une approche dans la compréhensio I'exploration d'une
composante de processus de cancérisation.

» Déterminer une possible association entre le potphisme A313G du gene GSTP1 et
le risque de la survenu du CS.
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1. Anatomophysiologie du sein

1.1. Anatomie du sein

Le sein est une glande exocrine qui se développmars de la vie de la femme.il
est constituée de deux compartiments cellulairés compartiment mésenchymateux,
perfusé par les vaisseaux sanguins et les nets cempartiment épithéliale qui s’articule
autour d’'un réseau de galactophores et de lob@etement les alvéoles. Ces deux
compartiment sont séparés par une membrane basalgdldgene de type 1V, de laminine
et de glyosaminoglycanes le sein renferme en é&sbdé canaux galactophores et de tissu
adipeux (Figurel) [Rudland P et al, 1995].

Le tissu mammaire ne comprend pas seulement e s®is aussi la partie du
corps comprise entre la clavicule, l'aisselle etalme du sternum. Les muscles de la

poitrine et de I'épaule sont situés derriere catrmammaire.

muscle
grand pectoral

lobe
glandulaire
& conduit \J

tissu adipeux
du sein

1.2.Physiologie du sein

Le sein sert principalement & fabriquer et a sécréu lait. Les canaux
galactophores transportent le lait produit pamglemdes mammaires jusqu'au mamelon. Le
tissu mammaire subit de nombreux changements aus cde la vie. Les canaux
galactophores sont prédominants chez les adolescemtis sont remplacés par du tissu
adipeux chez les femmes plus agées.
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2. Le cancer du sein
2.1. Définition

Le cancer du sein ou «carcinome mammaire » senidléimme une prolifération
anarchique et incontrélée des cellules épithélidlesein. Qu’il s’agisse des cellules des
canaux galactophores « carcinome canalaire ou descdes lobules «carcinome

lobulaire», on parle « d’Adénocarcinome » c'esfra-d’'un cancer du tissu glandulaire.
2.2.Epidémiologie

Avec 1,38 millions cas diagnostiqués en 2008 dos® ®00 dans les pays
industrialisés, CS est le cancer le plus fréqubezda femme a travers le monde, tant en
termes de mortalité que d’incidence (devant leg@ancolorectaux, utérus et du poumon)
[Ferlay et al, 2010].

Des projections s’appuyant uniquement sur les draegts démographiques
indiquent que le nombre total de cas de CS danwle d’ici vingt ans s’élevera a 21,4
millions et le nombre de déces a 13,2 millions emidont une proportion croissante dans

les pays en développement (OMS, 2010).

W

-

&4
=

&

<

Rate per 100,000

AL GERIE

Source: GLOBOCAN 2008

Figure 2 : Répartition du taux d’'incidence standardisé aicer du sein dans le mondg

En Algérie, le CS occupe la premiére place en terdiacidence, en comparaison
aux autres types de cancers, soit 29 pour 100 G8&an de 4271 cas par an. Le taux de
mortalité est de 16 pour 100 000 a raison de 2Egesipar afGalgani JE, 1990]; L'age

moyen des femmes touchées par cette maladie d&t ales mais cela va de 19 a 97 ans.
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Selon les registres de la wilaya de Sétif, le C&ipe aussi la premiére place avec
un taux d’incidence spécifique de 19 pour 10000@nfes .Tous stades confondus, les
taux de survie a dix ans sont de 50%. [RegistreCdexers de Sétif, 2002].

Dans la wilaya de Tlemcen, le CS occupe égalenagmtedmiére place avec un taux
d’incidence spécifique de 14 pour 100 000 habitdotg I'age moyen de diagnostic est de
47,5 + 2 ans, avec une fréguence de 28,3% [Regist€ancers de Tlemcen, 2006].

Selon les registres de la wilaya d’Alger, I'incidendu CS est de 65 pour 100 000
femmes avec une fréquence de 40,45% des cancensirfgnrsoit 850 nouveaux cas en
2007. Les premiers cas surviennent des I'age dmn20Le taux le plus éleveé se situe a 65
ans. Ce taux ne correspond pas au nombre de passlélevé qui, lui, se situe de 40 a 44

ans [Registre des tumeurs d’Alger, 2007].
3. Mécanismes de déclenchement tumoral

La glande mammaire est un organe en évolution penta sous l'influence des
hormones sexuelles (cestrogenes et progestérode)fatteurs de croissance. Ceci en fait
un organe a part du point de vue du nombre deleslgn croissance et en différenciation,

et le rend plus susceptible aux transformations@auses [Olsson H, 2000].

Comme tout mécanisme tumoral, la carcinogenése nadmmmrésulte de
I'acquisition successive par les cellules de diffiées caractéristiques : une autonomie vis-
a-vis des signaux de croissance cellulaire, unensibilité aux signaux inhibiteurs de
croissance cellulaire, une évasion du systeme de¢ ecetlulaire programmeée (apoptose),

un potentiel de réplication illimité et une invasitssulaire (potentiel métastatique).

Les mécanismes de cancérisation sont aussi prosqepréla perte de régulations
de la croissance cellulaire, avec notamment desegpede fonctionnalité des anti-
oncogenes, comme la protéine du rétinoblastome)(p&kpeut bloquer le cycle cellulaire
ou contrbler sa progression, et le produit du gesqui contréle lui aussi l'arrét du cycle
cellulaire en réponse aux dommages causés a I'ADRaatre genes considérés comme

importants dans la carcinogenese du sen [Poly&062].

La premiére étape de cancérisation est une phageton. Elle se caractérise par
une accumulation de mutations ayant pour conséguamne surexpression des facteurs pro

oncogéniques. Les cellules sont génétiquement alesmmais toujours contrblées par
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I'environnement cellulaire via les jonctions sesrégap-junction). Lorsque les cellules
entrent dans la seconde étape dite de promotitas, &tquierent leur indépendance vis-a-
vis des facteurs de croissance grace aux pro-onesgeet perdent leur capacité de

communication intercellulaire.

Et enfin, une derniére étape dite progressilosiagit d’'une phase qui se prolonge
avec le temps, par lI'acquisition progressive deaa@ristiques de plus en plus malignes,
notamment des meécanismes biochimiques de linvasionorale et de la capacité
métastatique [Hamid Z, 2011].

4. Classification des tumeurs mammaires

4.1.Les tumeurs bénignes du sein

Elles se développent au détriment des structurggkédiples (canaux et lobules),

conjonctives (tissu fibreux et adipeux) et parfités deux [Camilo A, et Thomas R, 2010].

Tableau01 . les types de tumeurs bénignes du sein.

Type de Définition Age
cancer
adénofibrome| Ce sont tumeurs bénignes les plus fréquentes. Qtedss

ou tumeurs nodulaire (adéno) et conjonctive (fibrontg)| Entre 15
fibroadénome| tailles diverses, uniques ou multiples. et 30 ans
Les kystes Se présentent parmi les lésions mammaires les |plus

fréquentes. lls sont remplis de liquide secrété lean Entre 25
cellules d’un ou plusieurs canaux galactophorender et 45 ans

Tumeur La Tumeur phyllode représente 0.3 a 4% des tumewrs
phyllode sein chez la femme. Il 'y a pas d’atteinte gangiaire,| Entre 40
mais les ganglions peuvent étre augmentés de thlhs| et 50 ans
20% des cas a cause de l'inflammation.

Adénome Adénome est une prolifération épithéliale pure (Aalée| Avent 40
lacté chez la femme jeune enceinte ou allaitante| ams
adénome tubuleux).il ne présentent pas de risqué de
dégénérescence cancéreuse.

Lipome Le lipome est une prolifération bénigne, assez dudissul Aux des
conjonctif graisseux ; il est entouré d’'une capsyle le | 45 ans
limite du tissu adipeux ou fibreux normal. Il s’agiune
masse molle et mobile ne nécessitante aucuneneite

Papillome C’est une tumeur bénigne développée a partir dwalcdre

intra canalair | galactophore. La tumeur est soit unique et souyvpapillome
rétromamelonnaire (papillome solitaire) soit mué#ipet| solitaire
périphérique au niveau des lobules. (apres
50ans)
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4.2. Tumeurs malignes du sein.
4.2.1. Cancer in situ

La prolifération épithéliale maligne est dans lmiére du canal galactophorique. II
s’agit d’'un carcinome intracanalaire. Soit des iasitués dans les lobules, il s’agit alors
d’'un carcinome intra lobulaire mais la membraneals®st toujours respectée, avec
absence d'infiltration [Holland A et al, 1994].

v Le carcinome canalaire in situ (CCIS): il se définit comme un
carcinome se développant dans le canal, n’infiltzas le tissu conjonctif. Il représente
environ 4 % des cancers et se caractérise par Gauvkrte fréquente sur des micros

calcifications mammographiques et par sa multicéat[Holland A et al, 1994].

v Le carcinome lobulaire in situ (CLIS) : il se définit comme un
carcinome intéressant les canalicules intra-lobail@iomblées et distendues, par une
prolifération de cellules de petite taille sans amngsement du tissu conjonctif voisin. Il
représente d’environ 2.5% des cancers et se casgcpar son caractére multicentrique et

sa tendance a la bilatéralisation [Holland A efLaR4].
4.2.2. Cancer infiltrant

Il s’agit d’'un cancer envahissant le tissu mammaéeoluant localement puis

métastasant (premier relais : ganglions axillaifeajtaneh A et al, 1992].

v Le carcinome canalaire infiltrant (CCI) :  c’est le cancer du sein le plus
fréquent (environ 80%). A mesure que les cellubascéreuses envahissent le sein, il peut
présenter trois types d’architecteur: bien diffiéié avec des structure tubulaires
prédominantes, moyennement différencié et indifféie avec une absence de structures
glandulaires [Holland A et al, 1994].

v Le carcinome lobulaire infiltrant (CLI) : c’est la deuxieme forme de
CS par ordre de fréquence (environ 10%). Ces careprovoquent pas d’inflammation et
sont donc moins palpables et moins visibles a lanmegraphie ; en partie pour ces
raisons, lors de leur découverte, ces cancers @at uhe taille supérieure aux cancers

canalaires [Holland A et al, 1994].
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4.3. Classification TNM

Plus la connaissance des tumeurs s’améliore, légtogénéité s’accentue. Il est
nécessaire de pouvoir regrouper les tumeurs enpgsothomogenes sur un plan
pronostique et thérapeutique. La classification Tkbposée par Pierre Denoix a le

mérite de répondre a ces exigences.

> La taille de la tumeur (T).
> L’envahissement ganglionnaire (N).

> La présence de métastases a distance (M).

Elle a été retenue comme base de classificatiofepgamité de nomenclature et de
statistique de 'UICC (Union Internationale ConkeeCancer) (figure3) .Elle est basée sur
le principe de l'extension anatomique déterminé [aarclinique et I'histopathologie
(Tableau 2) [Viale G, 2006].
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Tableau 02 : Classification TNM anatomo-pathologique des candarsein

[Fondrinier E, 2002]

T : tumeur primitive
TO : Pas de tumeur palpable
TX : Aucune information sur la tumeur
TO : la tumeur primitive n’est pas palpable
Tis : carcinomén situ
Tis (DCIS) : carcinome canalairesitu
Tis (CLIS) : carcinome lobulaiia situ
Tis (Paget) : maladie de Paget du mamelontsamsur sous-jacente
T1 : tumeur £ 2 cm dans sa plus grande dimension
T1mic : micro-invasion £ 1 mm dans sa gende dimension
Tla: 1l mm <tumeur £5 mm dans sa plusdgaimension
T1b : 5 mm <tumeur £ 1 cm dans sa plusdgalimension
T1c: 1 cm <tumeur £ 2 cm dans sa plusdgalimension
T2 :cm < tumeur £ 5 cm dans sa plus grande diroensi
T3 : tumeur > 5 cm dans sa plus grande dimension
T4 : tumeur, quelle que soit sa taille, avec ungeresion directe soit a la parpi
thoracique (a), soit a la peau (b)
T4a : extension a la paroi thoraciqueariuant le muscle pectoral

T4b : cedéme (y compris peau d'orange) loération de la peau du sein, pu
nodules de perméation situés sur la peau du méme se

T4c : T4a + T4b
T4d : cancer inflammatoire

N : nceuds lymphatiques régionaux
NX : Aucune information sur la tumeur
NO : pas d’adénopathie perceptible cliniguement

N1: une ou plusieurs adénopathies axillaires hatéodles mobiles et
individualisables

N2 : adénopathies axillaires homolatérales fixédd @dénopathies mammaires
internes homolatérales sans adénopathies axilleliregue :
N2a : adénopathies axillaires homolatértkees

N2b : adénopathies mammaires internes hdéralas sans adénopathjes
axillaires clinique

N3 : comme décrit ci-dessous :
N 3a: adénopathies homolatérale sous-altaire, avec ou sans adénopathies

axillaires

N3b : adénopathies homolatérales mammaitemies et axillaires
N3c : adénopathies supra claviculaire horéoddes
M : Métastases

MX : Aucune information sur la présence de Métadasdistance
MO : absence de Métastases a distance
M1 : présence de Métastases a distance
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CLASSIFICATION TRNM

TUAMEUR EVOLUEE .

T4b  lumewur etendues a a peau, que le gue sot sa taille
oadéme, peau dorange, ulcaron, nodules intemes sur ‘e sein

T4c: T4 + T4D

T4d - cancer
infammatoire

CLASSIFICATION TNM

hx - aucune Nformation sur les adencpaties
MO  pas Fadéncpathie régonale

I N1 : adéncpatie homclaterale mobile

ADENOPATHIES REGIONALES

| N2 . adénopathie homolatérale Mxée

METASTASES A DISTANCE

N3 : adénapathie
mammaire nwme
homciaterate

Mx . ascune infonmation
2uUr o MAtasts 503

10 . pas de melastases

111 . mécastase(s) & dslance
(v compns adenopathie
sus-davicuare)

Figure 3: classification du TNM A /Stade TB/Stade N et M

[Fondrinier E, 2002]
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4.4.La classification du grade

L’évolution d'un cancer est liée a son degré d'damsip par rapport au tissu
d’origine. En effet, plus une tumeur est anaplasiglus I'évolution est péjorative. La
classification histopronostique la plus utilisééuatiement est le grade de « Scarff, Bloom
and Richardson» (SBR), revu par le groupe de Ngitim, repris par I'European
Community Working group for Breast Pathology etqoréisé par 'OMS. La méthode du

grading SBR consiste a évaluer trois parametres morphologiques:

* La formation de tubules ou degré de différenorati

* Le pléomorphisme nucléaire ou degré d’anisonseéo

* La fréquence des mitoses.

Un score allant de 1 a 3 est attribué a chacunedeparametres. Les différents

scores sont additionnés pour obtenir le gradelbgitgue global :

» Grade | = score 3-5 (pronostic favorable)

» Grade Il = score 6-7 (pronostic intermédiaire)

* Grade lll = score 8-9 (pronostic sombre)

Les cancers de grade | sont mieux différenciéslisague les cancers de grade Il le
sont moins. Les cancers indifférenciés ont habgoetnt une évolution plus grave et plus
rapide (annexel) [Amat et al 2002].

5. Les facteurs de risque

5.1.Facteurs de risque génétiques

Le risque relatif est multiplié par 4 pour une feeawyant un parent de premier
degré ayant développé un CS. Plus le lien de paesitétroit, plus le facteur de risque est
élevé. Une transmission héréditaire pourrait étrergine de 5 a 10% des cancers du sein.
Le risque cumulé au cours de la vie d'une femmdalelopper un CS sporadique est de 8
a 10% (soit une femme sur 10 ou 12). Si une femsteperteuse d'un gene de

prédisposition héréditaire ce risque passe a @B0&o [Eisinger F et al, 1999].

La forme d’'une mutation ou d'un grand réarrangem(eniplication ou délétion
concernant un ou plusieurs exons d'un géene) de dles deux alléles et le deuxieme
évenement serait causé soit par une mutation géraque, soit par une délétion de la

bande chromosomique ou est situé le gene, soitipardélétion du chromosome entier
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emportant I'alléle sauvage, soit par une perte rolosmmique par non-disjonction lors de
la mitose, enfin par recombinaison somatique aeptication de l'alléle muté [Knudson
AG et al 2001].

Cette succession d’événements provoquant la pertexpression du gene du fait
soit de lI'absence d’expression de la protéine, deitl'expression d’'une protéine non

fonctionnelle va favoriser ainsi l'initiation de ¢éancérogénes.
5.2.Facteurs de risque hormonaux

L’équilibre oestroprogestatif permet le développetmiearmonieux de la glande
mammaire. Ainsi, I'hyperoestrogénie relative ou dibe entraine une hyperplasie
épithéliale, un cedéme du tissu conjonctif sourcealiérose péricanalaire et selon la part
prépondérante de ces anomalies de base, peuveohstuer des ectasies plus ou moins
sécrétantes des galactophores principaux, une seastérokystique, des hyperplasies
régulieres ou atypiques, s’accompagnant parfoisedrolifération mésenchymateuse.

Ainsi, la ménopause tardive, l'age tardif de lanpere grossesse, I'absence
d’allaitement et la prise d’cestrogenes seuls denfggolongée augmentent le risque du
cancer du sein. Le développement de la pathologithétiale est lié a des facteurs
hormonaux (hyperoestrogénie), mais I'hormono dépeod des tumeurs du sein est
inconstante : 30 a 35% des CS métastasés répandaesthormonothérapie.

5.3.Facteurs de risque environnementaux

Des facteurs alimentaires avec excés de graisseabmisouvent source d’obésité,
est discuté et expliquerait I'incidence croiséecale cancer de I'endométre. L'obésité

apres 50 ans augmente le risque de cancer du’sawirdn 20% [Kelsey JL et al, 1996].

De lirradiation a été prouvé par les explosiomsn@tjues d’Hiroshima, ainsi que

les expositions professionnelles aux polluantsrenniementaux et les agents chimiques.

Le niveau socio-économique : il est mis en évidgrarela plupart des études que
les femmes qui ont un niveau de vie élevée onisgque multiplié par deux. Ainsi que le
tabagisme et la consommation d’alcool augmentiraisque de 200% [Longnecker MP et
Tseng M, 1998].
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6. Le dépistage

Le dépistage vise a détecter, en absence de symptati®ventuelles anomalies
susceptibles d’étre cancéreuse ou évoluer veramocec. Cela permet une prise en charge
thérapeutique fiable et efficace, raison pour ldgues pouvoirs publics invitent toutes les
femmes de 50 a 74 ans a participer au dépistageispia réduire la mortalité dans cette

tranche d’age la plus exposée a ce type de caNomias ,2008].

La généralisation du dépistage du CS, que ce sailepistage individuel ou un
dépistage de masse organis€, ameéne a découvrecdugade lésions ou tumeurs bénignes
uniquementdétectable par la radiologie notamment a causemi@®s calcifications qui
les accompagnent [Camilo-A, et Thomas R, 2010].

7. Le diagnostic

Un CS est découvert soit a l'occasion d'un exansgstématique par le
gynécologue, soit par la patiente elle-méme auwscd’'un auto-examen des seins, soit a
I'occasion d’'un écoulement mamelonnaire, adénopatpalpables, seins inflammatoires

[Boisserielocroix, 2006].

Le diagnostic est confirmé par uneammmographie et éventuellement une
échographie mammaire , et par une cytoponciien nodule ou biopsie, dont le
liquide ou les cellules seront examinés aaraacope afin de rechercher des cellule
tumorales [Perry NM, 2004].

7.1.Interrogatoire et examen clinique

Il précise I age, sexe, les antécédents gyuobstétricaux, cycles menstruels ,
ménopause, grossesses, allaitements, traitemieotsionaux, éventuelle contraception,
les antécédents personnels et familiaux de dé3$nastopathie bénigne, On cherche
des singes d’évolutivité de la tumeur mamenfrettes et al, 2005].

L’examen clinique est capitale et doit inclufeanspection et la palpation des

deux glandes mammaire, des aisselles etcoms< sus claviculaires.

7.2.Les examens complémentaires:
 La mammographie: La mammographie est une technique de radiographie,

particulierement adaptée aux seins de la femme.&pour but de déceler au plus
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tot des anomalies avant qu’elles ne provoquent sy@sptomes cliniques. La
mammographie est non seulement pratiguée dansatepagnes de dépistage du
CS, mais aussi pour le diagnostic et la localisatiors d’interventions
chirurgicales, le point fort d’'un tel examen eslilqpermet d’examiner la totalité du

tissu mammaire avec une ou deux incidences seutemen

» L’échographie : elle est souvent réalisée en complément d’'une nagraphie.
L’échographie mammaire est utile pour voir la natiiguide ou solide des nodules
palpés ou découverts sur la mammographie [Trisfeettal, 1998].

7.3.L’anatomopathologie

L’ examen cytologique peut étre réalisé a tiparde trois type de
prélevement :

* La cytoponction mammaire :  Cytoponction a l'aiguille fine d'une lésion
kystique , d’'une tumeur solide ou étalemenindécoulement mamelonnaire
spontané ou provoqué. Il n'a de valeur qutas de positivité [Fontaniere B
et al, 1998].

* La biopsie guidée : c’est un prélevement echo-guidé, c’est I'exarteplus
fiable qui permet de confirmer le diagnostia cancer, préciser le type
histologique, le garde de la tumeur et permettudlier les récepteur hormonaux,
et I'évaluation de la réponse thérapeutiqua¢BibA, 2008].

¢ |mmunohistochimie

La détection des récepteurs hormonaux (RH) dasstumeur malignes du sein
fait partie du bilan initial des CS, appottaau clinicien une information d’ordre
pronostique et thérapeutique.

En effet, la présence des récepteurs stéraidiest le témoin d'un bon
pronostic et un excellent facteur prédictifurte éventuelle réponse favorable au
traitement hormonal, tandis que I'absence der lexpression est le témoin d'une
entité biopathologique associée a un pronosimpathologique péjoratfiThomas ,et
al,2005].
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Human Epidermal growth factor receptor 2 (HER2) este glycoprotéine
membranaire constituée présente a la surface diedesecancéreuses mammaires, elle

possede un domaine intracellulaire démontrantleedé Récepteur Tyrosine Kinase.

La surexpression du récepteur HER2 est retroews@on 25 % des femmes
atteinte de CS. Les oncologues demandent letstditR2 des que le diagnostic de
cancer du sein est posé, afin de prévoir tiaégie thérapeutique. Il peut étre

entrepris aussitot apres une biopsie ou nieeviention chirurgicale. [Fédérique,2004].
8. Traitement du cancer du sein

L’arsenal de traitement pour lutter contre le CBedficace. En plus du traitement
chirurgical local s’ajoutent des traitements népraahnts (préopératoire) ou adjuvants
(post opératoire) que sont la chimiothérapie, ldiothérapie, I’'hnormonothérapie et la
thérapie ciblée, seule ou en association. Malgné l&énéfice certain, ils engendrent de

lourds effets secondaires.
8.1.La chirurgie

La chirurgie est en général la premiére ligne dgepen charge thérapeutique. Elle

varie en fonction du stade et du potentiel évoldgifia tumeur.

Dans les cas les plus agressifs, on réalise unteectasiie radicale qui consiste en
une ablation compléete du sein, des muscles pect@as curage axillaire systématique.
Cependant, on favorise des traitements de pludusncpnservateurs pour les cancers les
moins avancés. On peut réaliser une mastectomiielfg@qui consiste en I'exérése d’'une

partie seulement de la glande mammaire avec urlerakipn par la procédure du ganglion

sentinelle du creux axillaire afin d’éviter son édmnment complet et ses conséquences

potentiellement invalidantes. Une tumorectomie paalement étre réalisée. Elle consiste

en une exérese locale de la tumeur en présenatiomaximum la glande mammaire.

8.2.La Chimiothérapie

Le CS est I'un des cancers les plus chimio-sersithla chimiothérapie peut étre
utilisée en situation néo-adjuvante pour réduirtaie de la tumeur et permettre ainsi un
traitement chirurgical conservateur, en situatiodjueante ainsi qu’en situation

métastasique [Saglier et al, 2003].
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Le principe de la chimiothérapie est d’empéchedilasion des cellules engagées
dans le cycle cellulaire. Les substances utilisee®t effet capables d’endommager les
cellules sont dites cytotoxiques. Dans 'objecéfréduire les résistances précoces, la poly-
chimiothérapie est plus souvent utilisée par rappofa mono-chimiothérapie Malgré
I'efficacité de cette thérapie, sa non spécifieggd un inconvénient majeur car les agents
chimio thérapeutiques attaquent I'ensemble desleslen division sans aucune distinction

entre les cellules saines et les cellules tumarales

8.3.La radiothérapie

C’est un traitement locorégional utilisant des re&/oibles pour détruire les cellules
tumorales et ce en lésant leurs chromosomes cblamiie leur division et induit la mort
cellulaire. Le but de la radiothérapie est de kmie risque de récidive local et régional

ainsi que la diminution du risque de métastasesnskzires.
8.4.L’hormonothérapie

La prédiction de la réponse a I'hormonothérapiedéinie par la présence de RH
(cestrogénes et progestérone) sur la tumeur prenitig but de I’hormonothérapie est de
bloquer I'action des cestrogenes, facteur de cnoigsaumorale. L’hormonothérapie est
indiquée chez les femmes ayant une tumeur hormositde et pendant une durée de 5ans
[Bermont A, 2004].

Les deux principales thérapeutiques sont :

<> Les anti-estrogénesdont le chef de file est le tamoxifene. Il est
indiqué chez les femmes non ménopausées. Le tagnexiféduit le risque de
rechute ainsi que le risque de cancer du seinaatéral.

X Les inhibiteurs de l'aromatase dont les chefs de file sont
'anastrozole et le letrozole, sont indiqgués cheg femmes ménopausées. lls

réduisent les risques de rechute.

8.5. Les thérapeutiques ciblées

Depuis 2005, les stratégies thérapeutiques du cacesein primaire ont été

bouleversées pour les patientes sur exprimant d&€ipe HER-2. Le trastuzumab, un
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anticorps monoclonal anti HER-2, est la premiedgapeutique ciblée mise sur le marché
dans le cancer du sein Il agit spécifiquement suétepteur HER-2 en le bloqud8imith
| et al, 2007]

9. Le systeme du glutathion (GSH)

Le glutathion (GSH) est un tri-peptide ubiquitaiggyi constitue le thiol le plus
abondant dans les cellules. Il a pu étre montrié jgue un réle central dans la défense
cellulaire contre le stress oxydant et les xéndidpies. Le maintien d'un taux de GSH
normal pourrait donc étre impliqué dans la résistadn la toxicité de divers oxydants, dont
les effets peuvent entrainer une mortalité cellelaiapide ou une modification des

cascades de transduction du sigdigi J, et al, 1997

Les défenses cellulaires contre les espéces réaa® I'oxygene mettent en jeu des
enzymes anti-oxydantes: le super-oxyde dismutase laetcatalase convertissent
respectivement ©- en HO, et HO, en KO, par exemple. Mais le cycle redox du GSH
est également trés important puisqu'il permet derdier les taux des espéeces réactives de
l'oxygene, ou des produits de la peroxydation iqué en les transformant en alcools

lipidiques non toxiquesHrown L, 1994.
9.1. La superfamille du glutathion S-transférase :

Est une protéine dimérique (homo- ou hétéro-dinugrigvec des sous-unités de 23
a 28 kDa) appartenant a une grande famille d'iggraes multifonctionnelles, les GST,
qui font partie de la classe Il des enzymes dexdétation. La réactivité du groupe
nucléophile thiol du GSH est une voie importantend@étabolisme de nombreux xéno-
biotiques lipophiles et de composés endogénes gasséin centre électrophile. La
conjugaison peut, suivant la nature du substratrélehile, étre non enzymatique ou étre
catalysée par les GST (Figure 4) [Schipper D e1@97].
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Figure4 : La réactivité du groupe nucleophile.

Ces enzymes, en conjuguant de nombreux xéno-begtigu glutathion, rendent ces
composés hydrosolubles, et permettent leur débatifin. Mais les GST séquestrent
également des toxines par une liaison de fortenitdfi Le rble des GST est donc
clairement celui de protéger les cellules contreyi@-toxicité de divers composés. Cette
superfamille comprend quatre classes d'enzymesalqaes (A, M, P et T) et une classe
d'enzymes microsomales. La distribution des isosees de la GST est tissu-spécifique
(Figure 5) Bchipper DL, 199

Figure 5 . La structure cristalline de GYBieseler, B et al, 1998].

Actuellement, les GST humaines sont réparties groGpes selon leurs propriétés
structurales (similarité des séquences nucléotidiglocalisations et nature du substrat)
biochimiques (point isoélectrique) et immunologigu®n distinguera ainsi les classes :
alpha (), mu (), kappa ), théta (t), pi£), sigma 6) [Board P et al, 1990].

Chaque classe est représentée par un nombre geégénes :
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La classe alpha (GSTA) est représenté par 5génes (GSTAL, A2, A3, A4 gtqubsont

surtout exprimeés dans le foie, le rein ou l'integfiéle.

La classe théta(GSTT) est représenté par 2 génes GSTT1 et GSTT2, estlabe dans
les érythrocytes. Récemment un polymorphisme detidéla été retrouvé pour la GST TI-
| leucocytaire qui expligue que I'enzyme soit albsaez 25 a 40 % de la population, le
géne GSTT1 fait partie du groupe de génes de la Gfta-classe a 22q11.2. GSTT1 et
GSTT2 sont séparées par environ 50 kb. GSTT2 swdren téte-a-téte avec un gene
codant pour la D-dopachrometautomerase (DDCT). é&megGSTT1 se compose de cing
exons, qui varient en taille de 88 a 195 pb, tagdes les introns varient de 205 a 2363 pb
[Vorachek WR, 1991].

La classe mu (GSTM) comprend 5 génes: GSTM1, M2, M3, M4 et M5, egiremée de
fagon variable dans les différents tissus humaimss on estime que 40 a 50% de la
population a un phénotype nul pour cette isoenzgmeause d'un polymorphisme de
délétion, et n'exprime donc pas la GST MFéf K.D et al, 199%

Le géne GSTM1 fait partie du groupe de génes GSaBMhromosome 1p13.3 qui
est agencé comme 5-GSTM4-GSTM2-GSTM1-GSTM5-GST313-£ géne GSTM1 se
compose de 8 exons, qui varient en taille de 362apb, tandis que les introns varient de
87 a 2641 pb. (Figure6) [Wang, B.1988].

GS5TM4 G5TM2 GSTM3

-~ ~ i oY e

S — - -

- - - -

o -

Mull allele R i

-
~— - - -
o -

Figure 6. La structure de gene GSTM.

Enfin, un seul géne a été décrit dans chacune ldsses kappa (GSTK) et pi
(GSTP) nommés respectivement, GSTK1 et GSTP1, ggtine@ comme la GST
majoritaire dans le poumon, le sein, le gros iimest la vessie3tjntjes G et al, 1995

La classe sigma reste mal connu [Board P et ah]199
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9.2.Le gene de la GSTP
9.2.1. Localisation et structure du gene

Le glutathion S -transférase P1 (geBdi&L) s’étendant surenviron 2,8 kb est situé
sur le chromosome 11gE3 contient sept exons (figureDeux sites polymorphes dans la
séquence d'ADN codante la GSTP ont été identi@esvell I1G et al, 1988 et Kano T et al,
1987 ].

Chr 11
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Figure7 . localisation du géne de la GSTP1 au niveau du chsome 11.

9.2.2. Le transcrit :

GSTP1 est exprimé en ARNm de 750 nucléotides darf®ié. [Moscou et al.
(1988)]. Il existe 2 variations nucléotidiques d8TFR1 associées a la présence de 4 alleles
dont 2 (GSTP1*A, GSTP1*B) sont majoritaires, la amérisation des activités
enzymatiques in vitro et in vivo vis-a-vis du l-afd-2,4-dinitrobenzene a montré une
diminution d’activité associée aux alléles GSTP¥BGSTP1*C (Harries et al, 1997 ;
Wadelius et al, 1999).

Tableau3: Alleles GSTP1 et fréquences alléliques [Harrieale1997; Wadelius et

al, 1999]
Fréquences alléliques (%)
Allgles Variations Conséguences Caucasiens Afro-Américains Asiatiques
nucléotidiques®  attendues

n=12330" n=166 n=98
GSTP1"A Aucune Aucune 66,0 54,0 80,6
GSTP1'B A313G 105V 26,0 440 18,4
GSTP1*C A313G, C341T 105V, A114V 78 1,0 1,0
GSTP1'D C341T Al14v 0.1 1,0 0

n: nombre maximum d'individus étudiés; GST: glutathion S-ransférase; * position sur I'ADNc; ** effectifs
inférieurs a ce chiffre pour les alléles GSTP1°C et GSTP1°'D
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9.2.3. Protéine GSTP1

Le gene GSTP1 est d'environ 2,8 kb. Le cadre owlertecture commence a
I'extrémité 3 'du premier exon et 630 pb de lorglamt pour une protéine de 209 acides
aminés avec une masse moléculaire relative 23224llddalupart des auteurs excluent la
méthionine d'initiation). Deux des polymorphismesiprésultat des substitutions d'acides
aminés dans les codons 104 (lle -> Val) et 113 (Aaval) dans les exons 5 et 6,

respectivement (Figure 8) [Board P, 1989].

La GSTP1 est exprimée dans de nombreux tissusnpr® la poitrine ou il est la
TPS prédominante. Un ilot CpG dans le promoteutad&STP1 est révélée étre non
méthyle dans le sein normal, mais hyperméthylés damiron un tiers des cancers du sein
primaires [Esteller M et al, 1998].
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Figure8: strutiure ae Ye e G381 [Boara®," £98Y).
9.3.Les polymorphismes de la GSTP1
9.3.1. Polymorphisme A313G

Parmi les polymorphismes affectant le gene GSTRiamopour la gluthation-S-
transferase P1, la transition A—G en position 3@8akon 5 du géene GSTP1 qui remplace
I'lsoleucine (lle) en position 104 par une Valira() au niveau du site actif, affecte les

activités enzymatiques de la GSTP1 ainsi que leifsgiéé vis-a-vis des substrats.

L’activité enzymatique du variant Val104 est 5 fplas grande que celle du variant
lle vis-a-vis du benzo[a]pyrene-7,8-dihydrodiol®.&poxide (BPDE), un métabolite des
hydrocarbures aromatiques polycycliques présemts ldafumée de cigarette.
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Des études ont démontré par la suite que l'acidméaial altere la stabilité de
I'enzyme a la chaleur expliquant ainsi son actigpécifique diminuée par rapport a celle
que lui confere habituellement son iso forme. Rmla, cette mutation ponctuelle a d’ores
et déja été étudiée dans le contexte de prédigpositi cancer ou encore dans le cadre de

la résistance aux médicaments antinéoplasiquesr@-8).

3" CCACCTGAGGGGTAAGGGGCGTCAGGECACAAGAAGCCCCTTICTTIGTICAGCCCCCAGTGCCCAACE
CTGGGIGCAGATGCTCACATAGTIGGTGTAGATGAGGGAGA I GTATTTGCAGCGGAGGTCCTCCACGCCGT

ATTCACCATGTCCACCAGGGCTGCCTCCTGCTGE TCLTICCCATAGAGCCCTGGGETIGGGTGRAGEGE 3

Figure 15: Mutation A*G du chromosome 11q13.

9.3.2. Polymorphisme GSTP C341T

Le second polymorphisme a I'étude sur GSTP, C34&®itue au niveau de I'exon
6. Cette autre mutation ponctuelle améne égalenreninodification dans la séquence des
acides aminés allant d’'une alanine vers une Valate fois-ci au codon 114 (Alall4Val)
ayant pour impact fonctionnel une diminution decti@té enzymatique de conjugaison

chez les porteurs d’une Valin d’environ 20% du nivele base. [Stewart RK al 1998].

Néanmoins, d'autres études fonctionnelles menéeseswariantes alléliques de
GSTP tendent a démontrer que I'activité différdigtide 'enzyme varie selon le substrat
employé, pouvant parfois conférer aux porteurs &'Valine au codon 104 et/ou 114 une
efficacité métabolique supérieure. Ainsi, d’aucuagportent une activité catalytique des

époxydes accrue pour les porteurs Vall105 [Xiet ldl 2001].
10.GST et le risque du cancer du sein :

La majorité de polymorphismes affectant des gémgdigués dans le métabolisme
cancérigene sont des polymorphismes de type SNB. duppressions sont moins
communes et I'absence compléte d'un géne sousie fun alléle nul est rare. C'est pour
cette raison que les génotypes GSTML1 et les GSFTdnt attiré tellement I'attention et

deviennent le centre de plus de 500 publicatiorspiémiologie moléculaire.

L'hypothése de ces derniéres études c’est qu’uingt@enzymatique normale ou
accrue de GST peut protéger les tissus susceptiuege des mutations somatiques
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d'ADN en facilitant la désintoxication des carciengs électrophiles. En revanche, on
s'attend a ce que les homozygotes de GSTM1 ou &BTG aient une capacité altérée
d'éliminer métaboliquement les composés cancérggengue les personnes GSTM1 -/-

ou GSTT1 -/- peuvent avoir un risque diminué de CS.

Ces enzymes, en conjuguant de nombreux xéno-béstigu glutathion, rendent ces
composés hydrosolubles, et permettent leur détatifin. Mais les GST séquestrent
egalement des toxines par une liaison de fortaitdfiLe réle des GST est donc clairement
celui de protéger les cellules contre la cyto-ti&icle divers composés¢hipper DL,
1997.

D’autre part, la GSTP1 est un enzyme de détoxicate®onombreux médicaments, y
compris certains anti-cancéreux comme les dérivéganigue du platine. Une
augmentation de I'expression de lI'enzyme est sowleervée dans les lignées résistantes
au cisplatine. Un polymorphisme génétique a éteémaaent identifié : il s'agit d'une
mutation ponctuelle A313G conduisant a une suhigtitule104val et a une diminution de
I'activité de I'enzyme. Dans une étude sur 107%&pttitraités pour cancer colorectal par 5-
FU et oxaliplatine, les dix homozygotes porteueslal variation ont présenté une survie
trois fois supérieure a la survie des homozygatasvages). Son effet peut étre considéré

comme protecteur [Robert M et al, 2000].

Puisque GSTs ont des spécificités de recouvreneststrat, I'insuffisance d'une
isoenzyme individuelle de GST peut étre compensaéel’autres isoforms. Par conséquent,
la détermination simultanée préalable de tous kEsotypes de GST peut donner une

interprétation fiable du réle de la famille de G&ns le développement de cancer.
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|. Matériels et méthodes

Il s’agit d’'une étude transversale de type cas téspCette étude a été réalisé
entre mars et mai 2015, et a porté sur deux typpogelations : une population de 44
témoins (femmes) présumées saines et une populddi@® patientes diagnostiquée d'un
Cs.

1. L’échantillonnage

Notre échantillon est répartir en deux groupese population patiente présentant
un CS et une population témoins. Des criteres Higions et d’exclusion ont été établis

pour la population patiente ainsi que pour la papoih témoins.
1.1. Population malade

L'étude que nous avons entreprise regroupe 3@ssdgel'Est Algérien présentant
un CS sélectionnés parmi les patients admis audeicentre anti cancer au hospitalo-
universitaire BEN BADIS de Constantine (CHUC).

- Critéres d’inclusions
v Malade ayant un cancer du sein.
v Tout age confondu.
- Critéres d’exclusion
v Sujets déshydraté, difficile a piquer.
v Sujets refusant de faire le prélévement.

1.2. Population témoin
C’est une population générale de référence, en redw44.

- Criteres d’inclusions
v Sujets sains de sexe féminin.
v Sujets age de 30 a 70 ans.
v Femmes de I'Est algérien.
- Criteres d’exclusion
v Sujets présentant des antécédents personnels diafxnale cancer

du sein.
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2. Méthodologie

2.1.Le recueil des données

Un questionnaire comprenant toutes les donnéesssaioes est établi pour la
population d’étude (Annexe Z)ous les renseignements nécessaires sont enre@pieEs
consultation du dossier médicale du malade et terrogatoire du patient est réalisé par

nous-méme.

2.2.Le prélevement sanguin

Le prélevement sanguin s’effectue selon certaiiéres :

R/

X Le prélévement se fait sur les patientes et legitgsmui rependent
aux criteres d’inclusions de notre étude.

X consentement sont obligatoires.

X Le préléevement est réalisé dans un tube EDTA (Eth{diamine-
Tetra-acétic Acide) sous vide. Il s’agit de 6 al8donsang qui sera conservés a une

température de 4°C jusqu’au moment des manipukation

2.3.L’étude moléculaire

L’étude moléculaire consiste en une rechemi polymorphisme A313G du
géene de la GSTP1 au niveau du laboratoire de bmktgde génétique moléculaire

(UC3), pour cette étude nous avons procédeé plisteahniques :

- Une technique d’extraction de 'ADN

- La spectrophotométrie

- Une technique de polymérisation en chaine (PCR)
- Une électrophorese

- Une digestion enzymatique

2.3.1. L’extraction d’ADN

Les technigues extractions des acides nucléiguasveament simple, permettent
d’obtenir un ADN de pureté élevée et quantité intgoate.
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L’ADN de chaque sujet a été extrait a partir dagdeytes du sang périphérique

recueillis dans un tube EDTA, suivant la technigqueNaCl. Ainsi les leucocytes sont

séparés du sang total par une lyse hypotoniqueiét ensuite par un détergent sodium

dodécyle sulfate (SDS) et une protéinase K, etette ecnaniére ’ADN nucléaire est libéré
dans le milieu.la pelote d’ADN est formée dans legnagent par précipitation avec

I’éthanol. L’ADN est solubilisé en phase aqueuser(@xe3).
2.3.2. L’estimation de la qualité et de la quantit¢ ~ de ’'ADN

« Estimation qualitative:

La contamination de I'ADN extrait par des protéineisté appréciée en mesurant la

densité optique des extraits a 260 et 280 nm quiespondent, respectivement, aux

longueurs d’'onde d’absorption des acides nucléigtiedes protéines, en effectuant le

rapport de DO a 260 nm sur la DO a 280 nm pousssias de la pureté d’ADN de toute
contamination d’ADN soit de protéine ou d’ARN.
e Si le rapport D@dDO2s0 est compris entre 1.6 et 2 => I’ADN est suffisamine

pur.
* Sile rapport D@dD0O2s0> 2 => ’ADN est contaminé par les ARN.

» Sile rapport D@dDO2s0 < 1,6 =>’ADN est contaminé par les protéines.

L’ADN pur est conservé a 20°C jusqu’a utilisatiat,dans le cas de contamination, une

réextraction est nécessaire pour un bon usage lsnunésultat.
« Estimation quantitative :
Principe :

La densité optique a 260 nm permet de calculeot&entration de 'ADN sachant que :

1 unité de DO 260 nm =50 pg / ml d’ADN double brin

En prenant en considération que 'ADN obtenu ektéda 1/100, la quantité obtenue est

multipliée par 100 on conclue que la concentrasena facilement calculé grace a la

formule suivante :

La concentration de 'ADN en g / ml = facteur delilution x DO 260 x 50 pg / mi
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Exemple :
Pour un ADN solubilisé dans 10Q0de I'eau distillé ayant une DO260 nm = 0,139

—
1 unité de DO260 nm—> 5@/ ml d’ADN

S X =0,139 x 56,95ug/ml
0,139 de DO260 nm— X

-

Considérant que I’'ADN est dilué a 1/100 (dl0de I'ADN dilué dans 99@l d’eau stérile),

donc le facteur de dilution est égal a : volumalteblume d’ADN =100
Donc la concentration de I'échantillon est de ,956x 100 = 69mg/ml.

2.3.3. Le génotypage de la GSTP1

Pour la mise en évidence du génotypgaymorphisme A313G de la GSTP1,

nous avons utilisé la technigue PCR/RFLP qui comsé la réalisation des étapes

suivantes :

. Amplification par PCR (polymérase chaine réaction).

. Une migration électro-phorétique sur gel d’aganpsar le contrdle
du produit PCR (s’assurer qu’il 'y a pas de comtetion).

. Digestion du produit de PCR par I'enzyme de restmcAlw26l

. Une migration électro-phorétique sur gel d'agarogeur la
révélation du résultat de digestion (génotype A313G

+ L’amplification par PCR
Le principe :

la PCR est une méthode de biologie moléculairengttant d’amplifier des

séquences d’ADN cible, définies en plusieurs miliod’exemplaires.la PCR est une

réaction en chaine de n cycles successifs d’arogiifin, au cours desquels deux amorces

dirigent I'amplification du fragment d’ADN doublerib quelles encadrent. Un cycle

d’amplification est composé de trois étapes : déatibn, hybridation et élongation.
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Avant de procéder a notre PCR, nausa préparé un mix de PCR (ou milieu

réactionnel) comprenant

d’amplification in vitro (Tag polymérase), un eromnement réactionnel (tampons,

des désoxyribonucléotidaphosphates, une enzyme

MgCl2, H20) et deux amorces oligo-nucléotidiques.

Tableau 4 : Préparation du milieu réactionnel de la PCR

Mix de PCR Concentrations | Quantités ul pour un échatillon
Eau distillé 16.7ul

Tampon 10X 2.5ul

MgCI2 (25mM) 1.5ul

dNTP (5mM) 2ul

Amorce F (10pM) 0.5ul

Amorce R (10pM) 0.5ul

Tag polymérase 0.3ul

ADN cible 1ul

Amorces:

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

Amorce R : 5'- TGA GGG CAC AAG AAG CCC CT -3

Aprés avoir préparé le mix de la PCR, nous avoiss2diul de ce mélange avec 1ul

d’ADN pour chaque tube. Ensuite le déroulementaetes de la PCR a été assuré par le

thermocycleur et les conditions d’amplificatiomiént comme suit : dénaturation initiale a

94°C pendant 5 minutes, suivie de 30 cycles de RGRprenant chacun une dénaturation

a 94°C, une hybridation & 60°C ET une élongatigi2 2 et enfin une élongation finale a

72°C pendant 10 minutes.

Le contrdle des produits PCR s’effectue par élg@ttooese sur un gel d’agarose 2%

additionné de 10 pl de BET (Bromure d’éthidium) st un agent intercalent entre les

bases nucléotidiques de I’ADN et émettent une atilam rouge lors de I'excitation par des

UV. Le gel est déposé sur une plague d’'une cuviedraale.




Dans chaque puits du gel, nous déposons 10ul deiisdCR en présence de 3 pl
du colorant Bleu de bromophenol (BBP) qui perméttdn suivre le front de migration

(annexe 4).

Parallelement un échantillon sans ADN (témoigati) est inclus dans la série a

amplifier et sert de control de contamination. dé&p6t se fait du cbété cathode et le
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systeme est soumis a une migration sous un codeaB® a 100 volts pendant 45 mn.

Aprés la migration, le gel est soumis au rayon W¥.gel est photographiable et

permet de visualiser les fragments amplifiés soasi¢ de bandes fluorescentes de méme

taille. Ce contréle permet aussi de vérifier si @éwentuelle contamination de 'ADN est

survenue au cours de PCR grace au puits contdedatanc.

Photographiel : profil de migration électrophorétique de la PCR

+ Digestion des produits PCR

Les produits de la PCR sont soumis a une digest@ymatique par I'enzyme de
restriction Alw26I. Pour cela nous préparons unangité d’'un mix pour la digestion selon

le nombre des amplifias & étre digérés. Ce mixigestion contient de I'enzyme (Alw26l)

et un tampon qui sera délivré dans le kit de I'ene\et de I'eau.

Tableau 5: Préparation du mix de digestion

Nucléase free water (eau) 17pL
Tampon 10X 2uL
Alw26lI 1-2pL
Produit PCR 10 pL
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Nous préparons pour chaque échantillon un tubecqotient 10uL de produits
PCR additionnés de 20uL de mix de digestion, lbsedwsont ensuite incubé pendant une

nuit dans une étuve a 37°C
+ Electrophorese des produits de la digestion

Les fragments d’ADN digérés par I'enzyme de reS8tic sont séparés par

électrophorése sur gel d'agarose 3%. Le gel esalis® grace a I'addition BET (10pl).

Les acides nucléiques chargés négativement, sposég du coté de la cathode et
migrent vers I'anode dans le champ électrique .igration des fragments d’ADN dépend
de leurs tailles ; plus le fragment a une tailkvék, moins la migration électrophorétique
par rapport au puits d’inclusion est importatd’inverse des fragments de petite taille

ont une distance de migration plus élevée.

Lorsqu’on obtient une nette séparation des diffésrérmgments (apres 2h 30mn de

migration) le gel est photographie apres transgnihation aux UV.
+ Profile RFLP obtenu

L’enzyme de restriction Alw26I reconnait et clivee $équence 5'...GTCTC (n) ‘3,

elle clive le site de restriction suivant :

5...GTCTC (n)|3’
3'...CAGAG(n)5’

La présence d'une la mutation A313G crée un stealpure pour I'enzyme de
restriction Alw26l, les fragments d’ADN obtenus @atrde 93 et 83 bases s'il y a mutation
soit des fragments de 176 pb en cas d'absence tatiom) et par conséquent on peut

distinguer entre des sujets porteurs ou homozggote

Le génotype homozygote normal (AA) est représer#é yne seule bande de
176pb, le génotype homozygote muté (GG), est reptégpar deux bandes 93pb et 83pb et
le génotype hétérozygote AG est caractérisé parthendes 176pb, 93pb et 83pb.
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c

[

M AA AG GG AG AA AAAAAAAA

Photographie 2 : profil de de migration électrophorétique d’uneadiion enzymatique
(M : marqueur de taille 50pb)

3. Etude statistique analytique

Dans ce travail nous avons effectué une étudestitpte vérifiant si une éventuelle
association entre le polymorphisme A313G de la GSé&Ple survenu d'un cs. L'étude

statistique est basée sur I'évaluation d’'un odtle (®R) est des P valu.

Les calculs statistiques de tous les échantillobtserms ainsi que tous les

parameétres considérés ont été obtenu par le lb@pieversion 6.0
3.3. Calcul de I'Odds Ratio

Pour calculer 'OR nous avons établi un tableawalingence : il est sous forme
de tableau croise 2x2.le statut malade /non matiedesujets de I'étude est présenté en

colonne et le caractére exposé/non expose en ligne.

Malade témoins
Exposé A C
Non exposé B D

L'intensité de l'association entre le polymorphisrae I'actité cytotoxique est

calculée comme suite :

OR=A*D/B*C
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L'OR représente une mesure d’association épidégimgle entre un facteur et une

maladie, en particulier lorsque la maladie est pareni la population.

3.2. Choix de la « p value »

Le seuil critique a priori est de 0.05 (risqugSi la valeur de p calculée a

posteriori est inférieure a ce seuil, la différenmatre les paramétres est déclarée

statistiquement significative. L’'usage a retenuardmiére consensuelle I'ensemble des

seuils (0.05, 0.01, 0.001) qui représentent deagueis raisonnables pour prendre une

décision.







Résultats

Ce travail est une enquéte descriptigasversale de CS observée dans le service
d’oncologie médicale du centre hospitalo-univeng@t8EN BADIS de Constantine (CHUC).

Tableau 6: Répartition des patients selon I'age (N=36).

Tranches d’age Nombre Fréquence
[30,40[ 8 22,22
[40,50[ 15 41,66
[50,60[ 10 27,77
[60,70[ 2 5,55
[70,80[ 1 2,77

Nous avons noté que l'incidence deddadie est particulierement importante dans la

tranche d’age [40,50[ans avec un taux de malade$ld® % suivie par la tranche d'age

[50,60[ans avec un taux de 27,77.

Tableau 7: Répartition des témoins selon I'age (N=44)

Tranches d’age Nombre Fréquence
[20,30[ 5 11,36
[30,40[ 13 29,54
[40,50[ 16 36,36
[50,60[ 4 9,09
[60,70[ 5 11,36
[70,80[ 1 2.27

La tranche d’age la plus importante @sdte de [40,50[. En vue que la population

témoin soit homogene avec la population des patient




Résultats

1. Etude génétique

Tableau8: Fréguences génotypiques et alléliques du polyhmsmme A313G du géne de la
GSTP1 dans la population malade.

génotype Nombre %
AA 15 41,66
AG 9 25
GG 12 33,33
L'alléle A 39 54,16
L'alléle G 33 45,83

Dans la population malade, le génosguevage représente le pourcentage le plus
élevé avec 41,66%. Les hétérozygotes AG éetaiemhdess fréquents (25%)

En calculant les fréquences alléligmesis avons noté une prédominance de l'alléle
sauvage par une fréquence de 54,16 %

Tableau 9.Fréquences génotypiques et alléliques du polyniemmA313G du gene de la
GSTP1 dans la population témoin.

génotype Nombre %
AA 22 50
AG 16 36,36
GG 6 13,63
L’allele A 60 68,18
L'allele G 38 43,18

Nous avons noté une prédominance ffédmence génotypique sauvage AA chez les
témoins par contre les homozygotes muté GG repiesem taux de 13,63 % qui est
considérablement faible par rapport a la populatiatade. La fréquence de l'alléle A est plus
importante par rapport a l'allele G par un tau68¢18%.
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Figure 18 :fréquences génotypique et alléliques du polymorphi#313G du géne
GSTP1

La comparaison entre les fréquencesotgpiques des deux groupes témoin et
malade, montre qu'il y a une différence pour lesétuzygotes AG aussi bien pour les
témoins 36.36% que pour les patients 25%. Ceredréquences génotypiques AA, GG se
different entre les patients et les témoins etamnarque que le génotype GG est représenteé

avec un faible pourcentage 13,63% chez les ténuargui est pas le cas pour les patientes
avec 33,33%.

comparaison des fréquences alléliques

60

40

20 B Temoins
0 B malades

L'allele A

L'allele G




De plus, nous navons observé que kqguence de lallele A est toujours

prédominante dans les deux populations avec unsizpgrieurs de 60%,

A313G du géne GSTP1.

Résultats

Tableau 10comparaison des fréquences génotypique et alEdigu polymorphisme

Patients Témoins
Genotype % % OR P value
AA 15 41,66 |22 50 - -
AG 9 25 16 36,36 1,33 0,65
GG 12 33,33 |6 13,63 0,27 0,03
TOTAL |36 100 |44 100 - -
Allele A |39 54,16 |60 68,18 - -
Alléle G | 33 4583 | 38 43,18 0,45| 0,02

Apres le calcul des Odds ratio et dealBe la comparaison des génotypes AA et AG

avec 'OR=1,33; P= 0,65 ; permet de conclure gméxiste pas une association entre le

génotype AG du polymorphisme A313G du gene de [aR3et le risque de cancer du sein.

Par contre, les résultats observés ter la comparaison du génotype AA avec le

génotype GG montrent une relation significativecaue OR =0,27 et P= 0,03. On peut dire

gue le polymorphisme A313G est associé a la subdéptdu cancer du sein.

Cela est confirmé par la comparaiseiiallele sauvage A avec l'allele muté G avec

un OR= 0,45 ; P=0,02. Ce qui nous permet de comcjue I'allele muté est lié a un risque de

CS.




Discussion

En prenant en considération le fac{@ge}, toutes les tranches d’age étudiées sont
touchées par le cancer du sein. Cependant la gafidbe la plus fréquente est observée chez

la femme agée entre [40.50 [avec un taux de 41.66%.

Dans plusieurs études la trancheallaglus représentée est celle de [40.50 [comme
dans I'étude Malienne de WELE (1998) (26,6%), kEuSénégalaise de N'DAW(1983)
(27,6%) et I'étude Malienne de DIALLO(2007) avec@® [Diallo et al, 2007].

Pour la méme tranche d’age notreltatsest bien partagé avec I'étude publiée entre
les années 1990 et le déebut des années 2000 dapayle arabes par ElI Saghir et al qui a
également observé gue la médian dans la majoritéslpays était inferieur ou égale a 50 ans
[El Saghir NS et al, 2007]

Ces données sont corrélées avec celfgsortées dans une autre revu publier par
NADJAR et Easson en 2010 a partir de 28 articlessaorés au CS dans le monde arabe :
Arabie saoudite, Bahrain, Qatar, Koweit, Emirataq] Liban, Jordanie, Algérie, Tunisie,
Maroc et Soudan. Dans cette revue, au moment dunaktic, 'age médian était de 45.4 ans
et deux tiers (65.5%) des patients avaient mosOdans [Najjar H, 2010]

Cependant, la deuxieme tranche d’agelus fréquente est observée chez la femme

ageée entre [50.60 [avec un taux de 27.77%.

En effet, la deuxiéme tranche d’age la plus téacretrouvée par plusieurs auteurs
est celle des femmes agées entre 50 et 59 ansde’ée WELE (1998) note 21,3% de cette
tranche, celle de THIAM (2003) avec 20,9%, I'étutke N'DAW/(1983) avec 26% et enfin
'étude de DIALLO(2007) note 26,4% de cas.

- Etude de l'association entre le polymorphisme A313@t le survenu d’'un cancer

du sein

Notre étude est effectuée sur unailadipn de I'Est algérien, nous avons étudié le
réle potentiel du polymorphisme de la GSTP1 darsukxeptibilité au CS chez les patientes

atteintes de cancer du sein.




Discussion

L’identification du polymorphisme camns dans le gene GSTP1l et la

démonstration que les génotypes variable de cemmjyhisme A313G sont corrélés avec

l'activité GSTP1 a attiré I'intérét de considérableercheurs ces derniéres années. Cependant,

il y a eu peu d’études qui ont établie I'impactpdymorphisme A313G de la GSTPL1 sur le

risque de la survenue du cancer du sein.

La relation entre le cancer du sima GSTP1 peut étre récemment identifiée: il
s'agit d'une mutation ponctuelle A313G conduisanina substitution llel05val et a une
diminution de l'activité de I'enzyme. Par conséquiandétermination simultanée préalable de
tous les génotypes de GST peut donner une intatimétfiable du role de la famille de GST
dans le développement de cancer.

Les résultats de notre étude ont montré qu’il aune association entre le
polymorphisme A313G du géne de la GSTP1 et la sund® cancer du sein ce qui nous a
permis de déduire que le polymorphisme A313G deginla GSTP1 représente un facteur

de risque dans la survenue du cancer du sein.

Chez la femme, la glutathion jouentréle central dans la défense cellulaire contre
le stress oxydant et les xénobiotiques. Le maintien taux de GSH normal pourrait donc
étre impliqué dans la résistance a la toxicité oerd oxydants, dont les effets peuvent
entrainer une mortalité cellulaire rapide ou undification des cascades de transduction du
signal [Frova C, 2006].

Des résultats semblables ont été observés dadtudd¢ de Zusterzeel sur une
population nipponne en 2000. Cette étude portant 3 cas atteints de CS et 109 témoin ou
14% des cas étaient homozygotes GG 313 comparatinean5% des témoins (p = 0,02). Il
en concluait que les femmes homozygotes GG 31&mpE=mient plus de susceptibilité a la
survenu du CS et pour soutenir ses observationsuplposait que la perte d'activité
catalytique de conjugaison de GSTP1 chez les psri##un ou, pire encore, deux alleles G
favorisait le développement du stress oxydatif {Euseel PL et al 2000].

Plusieurs études épidémiologiques moléculaires exaiminé la relation entre le
risque de CS et les génotypes d'un, deux, ougmis-types de GST [Dunning A et al, 1999].
De facon générale, aucun modele clair n'a émerge différentes études d'un ou deux GSTs

ont observé les associations qui n‘ont pas etérowdds par d'autres études [Zhao M et al,




Discussion

2001]. L'analyse simultanée de trois GSTs n'a padfié des associations de risque mais
plutdt mené a des résultats plus contradictoires. éxemple, risque sensiblement accru
rapporté de Helzlsouer et autres pour des femmes @8TM1 -/- et GSTT1 -/- génotypes
ainsi que le génotype GSTP1 (104Val/Val) [SelmireCal, 1998], tandis que Mitrunen et
autres n'a observé aucune association avec cettieirtamison de génotype [Mitrunen K et al,
2001]. Millikan et autres a trouveé a faible risqpeur femme simultanément portant GSTM1 -
/, GSTTL1 -/, et (104Val/Val ou lle/Val) génotypeST1 [Millikan R et al, 2000], tandis que
Mitrunen et autres a noté un risque accru dandelesnes premenopausal manquant des
genes GSTM1 et GSTT1 et portant le génotype GST@4lIg/lle) [Mitrunen K et al, 2001].

Au lieu de la protection, le GSTs cdlieement peut exposer la cellule aux effets
nuisibles tels que des dommages oxydants d'’ADNestlésions mutagéniques associées.
Alternativement, GSTs peut convertir plusieurs st¢ssdes composes, par l'intermédiaire de la
conjugaison avec GSH, en métabolites cytotoxiggésptoxiques, ou mutagéniques [Monks
K et al, 1990].




Conclusion

Notre étude a porté sur le potergfédt du polymorphisme A313G sur le risque de

cancer du sein qui a été le sujet d'intérét dei@lus recherches dans ces dernieres années.

Parmi les polymorphismes affectant le géne GSé&dant pour la glutathion-S-
transférase P1, la transition A—G en position 3@3'ekon 5 du gene GSTP1 qui remplace
l'isoleucine en position 105 par une valine au aivedu site actif, affecte les activités
enzymatiques de la GSTP1 ainsi que la spécificté@wis des substrats.

Les résultats de notre travail ont révélé unea@ason significative entre l'alléle
muté et la survenue du CS. Par allleurs, le gérotgdérozygote ne montre aucun effet sur la

susceptibilité de la maladie.

Les progrés exponentiels réalisés dans la corapsétn des mécanismes qui
président a I'apparition et a la progression dexess, les avancées technologiques dans les
meéthodes d’analyse actuelle disponible ainsi qeéudie des altérations génomiques des
cellules tumorales ont mis en évidence leur ratatwec le pronostic et I'efficacité des

traitements.

Dans un future proche la mise en évidence de emwy biomarqueurs du CS est
fortement demander pour confirmer nos résultatasiAlia taille de notre échantillon n’était

pas vraiment importante, une étude plus largeérsdgsaire.
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Annexe (1): La classification du grade

STADE | STADE I
™
R

-

Les tumeurs mesurent 2 cm ou moirjd.es tumeurs mesurent plus de 2 cm

Aucune atteinte des ganglions Cm ou moins :

» Les ganglions lymphatiques sopt
parfois touches ;
Le cancer s’est propage aux
ganglions lymphatiques

STADE 1Nl STADE IV

F S
~a

Le cancer du sein de stade Il est lej Cancer avance, dont les cellules se gon
point de départ du propagées vers d’autres régions de
cancer du sein avance. I'organisme, le plus souvent aux
poumons, au cerveau, foie.




Annexe (2)

Questionnaire

PATIENT N° :
Nom : prénom :
Age :
Poids et taille :
Situation familiale :
Lieu de naissance :
Adresse :
Nombre d’enfants :
N° de téléphone :
Contraception orale :
Antécédent familiaux
Cancer du sein :
Autre cancer :
Examen des tumeurs :
Localisation :

Type histologique :




Annexe (3)

A .Préparation des leucocytes

v

Dans un type Falcon de 50 ml ; mettre le sand ébteompléter a 25 ml avec du (TE)
Tris EDTA 20 :5.Laisser 10 min dans la glace.

Centrifuger 10 min & 3900g (3800rpm).

Aspirer le surnageant avec la trompe a vide.

Ajouter quelques ml de TE 20 :5 au culot et le réraeen suspension avec une pipette
stérile.

Compléter a 25 ml avec du TE 20 :5 au culot es&id40 min dans la glace.
Centrifuger dans les mémes conditions précédentes.

Aspirer le surnageant avec la trompe a vide :rilaie du culot leucocytaire.

B. Extraction de ’'ADN

v
v
v
v
v
v
v
v
v
v

Transvaser le culot de leucocytes dans un tubmfale 15 ml.

Ajouter 3 ml de tampon de lyse en dilacérant l@tcavec passette stérile.

Ajouter 200 pul de SDS a 10% (100g SDS+H20 1000ml).

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

Agiter le tube sur une roue a 37°C pendant une nuit

Le lendemain ; refroidir dans la glace.

Ajouter 1 ml de NaCl 4M ET agiter rigoureusemeid énain.

Remettre 3 mn dans la glace (précipitation despres).

Centrifuger 15mn a 2500 rpm.

Transverse le surnageant dans un tube Falcon el 5@jouter 2 fois son volume
d’éthanol absolu préalablement refroidi et agitet@urnant le tube plusieurs fois : la
pelote d’ADN se forme.

Laisser éventuellement 30 min a -20 °C si la pabetse forme pas.

Récupérer la pelote d’ADN avec une pipette pastéeuicer 2 fois dans I'éthanol a
70%.

Mettre la pelote dans un tube nunc.




L’ADN génomique doit étre manipulé en évitant toat#ion mécanique violente, il doit étre

suffisamment long pour étre digéré.
C. Solubilisation

v' Ajouter entre 300 et 1000 ul de TE 10:1, selongtasseur de la pelote et la
concentration souhaitée.
v Laisser une nuit sur un agitateur rotateur a 3puiS a température ambiante jusqu’a

la dissolution complété (1 a 2 jours).

Annexe(4)
Réactif :
-TE 20.5:(tris 20mM, EDTA 5Mm, pH 7.5) auto clavé

Tris : 2.422¢ /I
EDTA : 1.86g/I

Ajuster le pH avec HCL 1N

-TE 10/1:( tris 10mM, EDTA 1Mm, pH 7.4) auto clavé.

Tris : 0.6069g
EDTA : 0.1869g pour 500ml.

Ajuster le pH avec de I' HCL 1N

-Tompon de lyse NaCl 400Mm.

Tris : 10mM
EDTA : 2mM.

pH8.2

-SDS 10%




-Proteinase K 10mg /ml H20.

-NaCl 4M

-Ethanol absolu

-Ethanol 70%

-Bleu de Bromophénol: (BBP):BBP20mg

Tris 0.5M: 2ml.
Glycerol: 5ml.
pH7.5
$D: 10ml
-TBE 10X: Tris 108g.
Acide borique 55g.
Ajuster le pH a 8.3 avec 'acide acétiglecil.

EDTA9.3g.

HO 1L.




Résumé

Le cancer du sein est la premiere cause de mértdditcancer chez les femmes, |l
représente donc un probléme majeur de santé peblijuconstitue une pathologie
hétérogéne et multifactorielle.

Le polymorphisme A313G du gene GSTP1 peut étreagtefir important dans la
prédisposition au cancer du sein, Pour évaluee ¢gfpothése nous avons étude [I'effet du
polymorphisme A313G du géene GSTP1sur la survencadaer du sein, ce polymorphisme

a été mis en évidence par une PCR- RFLP.

En effet, la comparaison des fréguences génotypiqerdre les malades et les
témoins de I'Est algériens, AA et AG avec 'OR=1.33-0.65, permet de conclure qu'il
existe une association entre le génotype AG dunpofghisme A313G du gene de la

GSTPL1 et le risque de cancer du sein.

Les mémes résultats sont observés lors de la campardu génotype AA avec le
génotype GG. lls montrent un OR=0.27 avec P=008peut dire que le polymorphisme

A313G est associe a la susceptibilité du cancesetu

Cela est confirmé par la comparaison de I'allelevage A avec l'allele muté G avec
un OR=0.45, P=0.02.

Enfin ces résultats ne peuvent étreinoative, une étude plus large est nécessaire

pour veérifier nos résultat, on prend en considérati’autre parametre plus sensible.



Résumé en Anglais

Breast cancer is the leading cafisamcer death for women, so it is a major public

health problem; it is a heterogeneous disease aiftipha reasons.

A313G polymorphism of the gene GSTP1lmaa major factor in predisposition to
breast cancer, to test this hypothesis we studyripact of polymorphism A313G of GSTP1
gene that leads to the occurrence of breast canberh was identified by PCR-RFLP

technique.

In fact, the comparison between thedesgpy AA and AG, supports the conclusion
that there is no correlation between genotype AG3#3G polymorphism of the gene
GSTP1 and the risk of breast cancer OR = 1.33 an@.B5

Unlike these results observed in the camspn between the genetic genotype GG
through OR = 0.27; P = 0.03. This allows us totsay the GG genotype associated with

susceptibility to breast cancer.

On the other hand, the comparison betvtlee A allele with the wild allele G mutation
confirms the viability of breast cancer with (OR45,;P = 0.02).

Finally, these results can be uncertaiexe is a need for a larger study to verify our

results, taking into account other factors, thetrsessitive.



Résumé en Arabe
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Résumé

Le cancer du sein est la premiére cause de mértdiigz les femmes, il représente

probleme majeur de santé publique et constituepattelogie hétérogene et multifactorielle.

Le polymorphisme A313G du géne GSTP1 peut étre amtefir important dans

un

a

prédisposition au cancer du sein, Pour évaluee dgtpothese nous avons étudié [I'effetydu

polymorphisme A313G du gene GSTP1sur la surventadaer du sein, ce polymorphisme ajété

mis en évidence par une PCR- RFLP.

En effet, la comparaison entre les fréquences demtgpes AA et AG, permet e

conclure gu'’il n'existe pas une association entrgénotype AG du polymorphisme A313G
géene de la GSTPL1 et le risque de cancer du seml'@®R=1.33 et P=0.65.

Par contre, les résultats observés lors de la caisom du génotype GG avec
génotype sauvage montre un OR=0.27 avec P=0.08uiQ®us permet de dire que le génot
GG est associe a la susceptibilité du cancer au sei

D’autre part, la comparaison de l'allele sauvagavec I'allele muté G confirme u
susceptibilité de survenu du cancer du sein aadléle G (OR=0.45, P=0.02).
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Enfin ces résultats ne peuvent pas &ndirmative, une étude plus large est nécesgaire

pour vérifier nos résultat, en plus il sera utieeptendre en considération d’autre parametre

sensible.
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