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Introduction :

Le cancer du sein se caractérise par sa grande fréquence devenant un véritable fléau
dans le monde par son incidence, sa morbidité et sa mortalité. 1l est la premiére cause de
mortalité par tumeurs malignes chez la femme [1]. La multiplication des moyens
thérapeutiques, naturellement, amenee a se poser la question de la stratégie thérapeutique,
utilisant différentes approches et, notamment, leurs importance et positionnement pour
I’obtention d’une guérison ou d’un allongement de vie gagnés sur la maladie. Ainsi, Les
traitements du cancer du sein ont connu des avancées significatives ces derniéres années,

mais les patients répondent différemment a des thérapies identiques.

Il existe une variabilité importante des effets de médicaments anticancéreux d’un
individu a ’autre : le méme protocole thérapeutique administré a des patientes, montrant la
méme symptomatologie, pourra étre efficace chez les uns alors qu’il ne 1’est pas pour les

autres.

Cette hétérogénéité pourrait étre liée a des causes génétiques traduite par des
polymorphismes et / ou des mutations sur les génes. Les biomarqueurs, produits de ces
génes, peuvent étre des métabolites résultant de ’activité des enzymes métabolisant les
médicaments, des cibles pharmacodynamiques ou encore des peptides liés au processus

inflammatoire. [2, 3]

La variabilité interindividuelle des réponses aux médicaments a entrainé la
naissance d’une nouvelle discipline : la pharmacogénétique. Cette discipline récente étudie
I'influence de la diversité génotypique associée a ces polymorphismes sur la réponse aux

médicaments.

Il a été démontré que les polymorphismes génétiques de type SNP (Single
Nucleotide Polymorphism) sont l'une des causes majeures de cette diversité de réponses

individuelles aux médicaments associés a des consequences parfois trés graves. [4]

A partir des nombreuses données de la littérature [2 - 4], et devant I’absence de
travaux en Algérie sur ce phénoméne, nous nous sommes intéresses a la variabilité de la
réponse a un méme traitement administré a des patientes atteintes du cancer du sein. Cette
réponse est appréciée en premier lieu cliniguement. Dans notre étude, nous avons opté
pour une appreciation des métabolites potentiels impliqués dans cette résistance et la

recherche du polymorphisme des déterminants génétiques.




Ce travail présente un double intérét : il est initié pour la premiére fois en Algérie
et pourra, a court et long terme, contribuer & une meilleure connaissance des mécanismes
des médicaments et de leur action. Ainsi, en plus d’un apport sur le plan fondamental, il
aura un retentissement dans son application par 1’amélioration de la prise en charge

médicamenteuse en procedant a la diminution des effets secondaires de ces traitements.
Nos objectifs tendent a:

» mettre en place des techniques de biologie moléculaire pour I’étude et la recherche
des polymorphismes génétiques ayant une implication potentielle dans la réponse
du patient & la chimiothérapie

» étudier la distribution des polymorphismes des genes DPYD, GSTP1, MTHFR et
ABCB1 dans le cancer du sein, contribuant a la pharmacodynamie des
médicaments anticancéreux.

» établir une corrélation entre les différents polymorphismes étudiés et 1’évaluation
du taux de réponse au protocole chimio thérapeutique

» déterminer I’intérét des tests génétiques et moléculaires pour la prescription
médicamenteuse personnalisée dans le traitement chimiothérapeutique du cancer du

sein.
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Etude bibliographique

l. Le cancer du sein
1. Généralités :

Le sein féminin est composé de glandes mammaires et de canaux galactophores
acheminant le lait vers le mamelon, entourés de tissu graisseux et de tissu conjonctif
(Figure 1)
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Figure 1 : Anatomie de la glande mammaire [5]

Une croissance anarchique des cellules dans I'un ou l'autre de ces tissus peut
provoquer le cancer du sein. La notion de « Cancer du sein » reléve d’une nomenclature
générique, qui fait référence a tout un ensemble de proliférations néoplasiques de la glande
mammaire, qui différent tant du point de vue histologique qu’en ce qui concerne leur
comportement évolutif. Le terme de “cancer du sein” ne désigne que les tumeurs malignes,
potentiellement agressives du sein, tandis que le terme de “tumeur du sein” désigne a la
fois les tumeurs malignes et bénignes [6]. Toute tumeur maligne touchant la glande
mammaire est due a une prolifération incontr6lée des cellules mammaires [7]. Ce cancer
prend habituellement naissance dans 1’épithélium des conduits plutét que des structures
tubulo-alvéolaires des lobules [8]. Il est a noter qu’il peut se produire chez I’homme mais il

est trés rare [9].
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Le cancer du sein a un processus d'évolution lent, puisque la formation d'une
tumeur au site primaire dure plusieurs années. Cependant, au cours de cette phase, des
phénomenes d'invasion de la membrane basale font évoluer la tumeur d'un état localisé de
carcinome in situ a un état de carcinome invasif. L'évolution de ce cancer est dominée par
le risque d'apparition de métastases qui représentent la principale cause de mortalité dans

cette pathologie [10].
2. Différents types de tumeurs du sein

2.1. Tumeurs bénignes

Les tumeurs bénignes du sein sont des affections bénignes et non inflammatoires de
la glande mammaire portant également le nom de dystrophie mammaire, elles se
développent au détriment des structures épithéliales (canaux et lobules), conjonctives (tissu

fibreux et adipeux) et parfois des deux. Les tumeurs bénignes du sein regroupent plusieurs

types (Tableau 1) [11].

Tableau 1 : Différents types de tumeurs bénignes du sein [11]

Type de Définition Age
cancer
Les Les plus fréquentes. Ce sont des tumeurs nodulaires d'origine
adénofibromes | mixte. épithéliale glandulaire (adéno) et conjonctive (fibrome)
ou de tailles diverses, uniques ou multiples. Le risque de | entre 15 et 30

fibroadénomes

dégénérescence ultérieure ou 1'association a un cancer est rare.

ans

Les kystes se présentent comme solitaires de grande taille ou

Les kystes comme kystes multiples, remplis de liquide secrété par les | entre 25 et 45
cellules d’un ou plusieurs canaux galactophores fermes. ans
La tumeur phyllode représente 0,3 a 4% des tumeurs du sein
chez la femme. Elle refoule les tissus avoisinants et est parfois
Tumeur responsable d'anomalies inquiétantes de la peau quand elle est de | entre 40 et 50
phyllode grande taille. 1l n'y a pas d'atteinte ganglionnaire. ans
L'adénome est une prolifération épithéliale pure (adénome lacté
Adénomes chez la femme jeune enceinte ou allaitante, ou adénome | Avant 40 ans
tubuleux).
Lipome Il s’agit d'une masse moulle et mobile ne nécessitant aucun
traitement. Environ 45 ans
Le papillome intracanalaire se développe a partir du canal | solitaire apres
Papillome galactophore et croit dans la lumiére du canal. La tumeur est soit | 50 ans, et

intracanalaire

unique et souvent rétromamelonnaire (papillome solitaire) soit
multiple et périphérique au niveau des lobules.

multiples a 40
ans




Etude bibliographique

2.2. Tumeurs malignes communs

Selon la localisation de ’affection, il existe différents types de cancer du sein. Les
cellules cancéreuses peuvent rester dans les canaux (carcinomes canalaire) ou les lobules
(carcinome lobulaire). Ils sont dits non-invasifs quand la tumeur n’a pas franchi la
membrane basale qui les entoure et, donc, n’a pas infiltré le tissu voisin in situ. Ils sont
classés invasifs (infiltrants) lorsque les cellules cancéreuses ont infiltre le tissu qui entoure

les canaux et les lobules. Ainsi, on distingue :

a. Le carcinome canalaire in situ (CCIS) est un type de cancer du sein confiné a
I'intérieur du systeme canalaire. 1l se définit comme un carcinome se développant
dans le canal, n'infiltrant pas le tissu conjonctif. Il s'agit d'un type de cancer non
invasif précoce et tres commun.

b. Le carcinome lobulaire in situ (CLIS) se définit comme un carcinome intéressant
les canalicules intra-lobulaires comblées et distendues par une prolifération de
cellules de petite taille, sans envahissement du tissu conjonctif voisin. 1l se
caractérise par son caractére multicentrique et sa tendance a la bilatéralisation.

c. Le carcinome canalaire infiltrant (CClI) est le type le plus fréquent de cancer du
sein et représente 80% de toutes les tumeurs malignes. Le cancer commence dans
les canaux galactophores du sein et se propage dans les tissus environnants. Ce type
peut se propager a travers le systeme lymphatique ou la circulation sanguine vers
d'autres parties du corps

d. Le carcinome lobulaire infiltrant (CL1I) est la deuxiéme forme de cancer du sein
par ordre de fréquence (5 - 15%). C’est un type de cancer du sein qui apparait
fréeguemment comme un épaississement subtil dans la région au-dessus et a
I’extérieur du sein. Il est souvent positif aux cestrogenes et a la progestérone. Ces

tumeurs réagissent bien au traitement hormonal.

2.3. Métastase

La dissémination métastatique du cancer du sein se fait principalement via les
néovaisseaux lymphatiques. Dans ce cas, les chaines ganglionnaires sont rapidement
envahies avec des localisations au niveau des ganglions axillaires, mammaires internes,
sus-claviculaires et ceux de la région du cou et un envahissement régional qui peut aboutir

a l'atteinte de la paroi thoracique. La dissémination métastatique se fait eégalement via le
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nouveau réseau de vaisseaux sanguins et provoque généralement l'apparition des foyers
secondaires au niveau des os, des poumons, du foie, du sein controlatéral, ou encore du

cerveau (Figure 2).

Cerveau ——

Ganglion sus claviculaire Chaine mammaire inteme

Ganglion axillaire ‘ Poumon

Cancer primitif .
Sein controlatéral

Foie

——s  lymphatique
— DéMatogéne
e direct ou lymphatique

Figure 2 : Principaux sites métastatiques du cancer du sein [12]

2.4. Formes rares

a. Le carcinome tubulaire est un autre type de cancer assez peu commun, qui se
manifeste davantage chez les femmes de 55 ans et plus, appelé tubuleux en raison
de I'aspect des cellules au microscope. Il a tendance a étre de petite taille et ne se
propage souvent qu’aux ganglions lymphatiques des aisselles.

b. Le cancer médullaire se manifeste davantage chez les femmes de moins de 50 ans.
Sa bordure est souvent ronde et bien définie, il ressemble parfois a un fibroadénome
a la mammographie ou a la palpation lors de I'examen clinique des seins.

c. Le carcinome mucineux est aussi appelé carcinome colloide. Il se développe plus
souvent chez les femmes agées de 60 a 70 ans et il est formé de cellules
cancéreuses qui secrétent du mucus.

d. La maladie de Paget est caractérisee par une propagation de cellules
carcinomateuses au mamelon, représenté par un écoulement sanglant ou eczéma du
mamelon. La maladie de Paget du sein témoigne d’un cancer infiltrant ou d’un

carcinome intracanalaire du sein.
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Les carcinomes tubulaires, médullaires, mucineux et de Paget sont des formes de meilleurs

pronostic que les carcinomes infiltrants.

e. Le cancer Inflammatoire du sein est rare et trés agressif. Il a tendance a se
développer en couches ou lamelles et non sous forme de tumeur solide comme le

font les types les plus communs de cancer du sein.

Les tumeurs malignes, en dehors des carcinomes primitifs du sein, sont rares. Elles
représentent moins de 1% de toutes les tumeurs malignes du sein et constituent un groupe
de Iésions disparates comportant : les sarcomes phyllodes, les sarcomes mésenchymateux,

les angiosarcomes et les lymphomes non hodgkiniens primitifs du sein [13].
3. Classifications des tumeurs mammaires

3.1. Classification TNM
Plusieurs révisions ont été publiées, la derniére étant la septieme édition en 2009
[14]. Cette derniére est représentée par la classification TNM (Tumor Node Metastasis).
Elle est basée sur le principe de 1’extension anatomique déterminé par la clinique et

I’histopathologie.

L’indice TNM résume les stades de la maladie, les 3 lettres symbolisent la
propagation de la maladie sur le site de la tumeur primitive (T), dans les ganglions
lymphatiques régionaux (N) ainsi qu’a distance pour d’éventuelles métastases (M).
Généralement ces lettres sont suivies d’un chiffre variant de 0 a 4 pour T, de 0 a 3 pour le
N, et soit 0 soit 1 pour les M (Il y a une corrélation entre 1’augmentation du chiffre et le

degré de la gravité) (Figure 3) [15].
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Figure 3 : Classification TNM [15]
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La combinaison de ces trois variables permet de définir le stade d’un cancer, de 0 a
IV, qui reflete son agressivité (Tableau 2). La classification du stade ou extension de la
tumeur suit un code standard international qui a été lancé en 1954 par 1’Union
Internationale Contre le Cancer (UICC) [16].

Tableau 2 : Classification UICC [16]

Le stade
0 Tis NO MO
| T1 NO MO
1A TON1IMO; TIN1IMO; T2NOMO;
11B T2 N1 MO ; T3 NO MO
1A TON2MO; TIN2MO; T2 N2 MO ;T3 N1 MO ; T3N2 MO
1B T4 NO MO ; T4 N1 MO ; T4 N2 MO
I1H1C Tous T N3 MO
v Tous T Tous N M1

3.2. Classification histologique

Cette classification est décrite par Scarff - Bloom et Richardson [17] puis reprise et
modifiée par Elston et Ellis [18]. Elle est adoptée de facon générale dans le cadre des
critéres de Nottingham [19]. C’est un critére pronostique majeur des cancers du sein. Elle
comporte trois catégories de grade: le grade | qui correspond a des cancers bien
différenciés, le grade Il a des cancers moyennement différenciés et le grade Il a des
cancers indifférenciés. Ces derniers ont habituellement une évolution plus grave et plus

rapide que les cancers différenciés [20].

Les trois grades sont obtenus par 1’addition de trois critéres : architecture, atypies
cytonucléaires et nombre de mitoses. Chaque élément est évalué individuellement et un

score de 1 a 3 lui est attribué.

Les différents scores sont additionnes pour obtenir le grade histologique global:

e Scoretotal de 3,4 0u5:gradel;
e Score total de 6 ou 7 : grade Il ;

e Score total de 8 ou 9 : grade IlI.
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3.3. Classification moléculaire

Perou et al ont été les premiers a subdiviser les cancers du sein en sous-groupes
selon leur profil d’expression génique. Ils ont individualisé¢ tout d’abord deux groupes
principaux en fonction de 1’expression des récepteurs aux estrogenes (RE). Ils ont identifié
quatre types de carcinomes en les comparant au tissu normal : RE+/luminal, basal-like,
Erb-B2 et normal-like [21]. D’autres travaux sur différentes plates-formes de micro-array
(Affymetrix®, Agilent®), sur des séries indépendantes de cancers du sein, avec des
techniques de qPCR ou de microarray sur tissu fixé et inclus en paraffine ont validé ces

sous-types moléculaires, ce qui permet de les prendre en compte en clinique [22 - 24].

Plus tard, le développement des analyses génomiques permet d’analyser
simultanément I’expression de nombreux génes (jusqu’a 25 000 génes) grace aux puces a
ADN ce qui permet de réaliser un “portrait” de chaque tumeur. L’analyse des résultats, par
les méthodes de clustering, regroupant les tumeurs en fonction de leur profil d’expression
génique. Ces regroupements sont le reflet de mécanismes de corégulation des génes, ainsi
cette expression propose une nouvelle classification dite “moléculaire” en classes ou sous-

types dans le cancer du sein [25].

Actuellement, quatre sous-types sont bien individualisés : luminal, basal, HER2+ et
normal. Toutefois, certains sous-types apparaissent eux-mémes hétérogenes et doivent étre
encore mieux décrits. Pour chaque sous-classe, les marqueurs biologiques exprimés ainsi
que les types histologiques des tumeurs ont été étudiés. Ces catégories moléculaires ont des
pronostics différents ce qui apporte un intérét majeur dans le traitement de cancers du sein.
[26 - 27]

4. Données épidemiologiques

Le fardeau mondial du cancer du sein est en augmentation. En 2012, le cancer du
sein était diagnostiqué dans 1,7 millions de cas avec 521900 décés [28]. Le cancer du sein
est la cause la plus fréquente de décés par cancer chez les femmes. La figure 4 rapporte la

position du cancer du sein par rapport a d’autres types de cancers chez les deux sexes
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Estimated New Cases
Male Female
Lung, bronchus, & trachea Breast
1,241,600 1,676,600
Prostate Colon & rectum
1,111,700 614,300
Colon & rectum Lung, bronchus, & trachea
746,300 583,100
Stomach Cervix uteri
631,300 527,600
Liver Stomach
554,400 320,300
. Urinary bladder Corpus uteri
Vorldwide 33%,400 31‘)9,600
Esophagus Ovary
323,000 238,700
Non-Hodgkin lymphoma Thyroid
j 229,900
Kidney Liver
213,900 228,100
Leukemia Non-Hodgkin lymphoma
200,700 168,100
Al sites* All sites*
7,427,100 6,663,000

Estimated Deaths
Male Female
Lung, bronchus, & trachea Breast
1,098,700 521,900
Liver Lung, bronchus, & trachea
521,000 491,200
Stomach Colon & rectum
469,000 320,300
Colon & rectum Cervix uteri
373,600 265,700
Prostate Stomach
307,500 254,100
Esophagus Liver
281,200 224,500
Pancreas Pancreas
173,800 156,600
Leukemia Ovary
151,300 151,900
Urinary bladder Esophagus
123,100 119,000
Non-Hodgkin lymphoma Leukemia
115,400 114,200
Al sites* Al sites*
4,653,400 3,548,200

Figure 4 : Estimation de Nouveaux Cas et de décés de cancer dans le monde, selon le sexe

[29]

En Algérie, les données des registres nationaux illustrent une augmentation réelle et

réguliére de la fréquence du cancer du sein [30].

Vesicule biliaire
Endométre

Peau

Estomac

Cerveau

Systéeme hematopoiétique
Ovaire

Col utérin

Thyroide

Colon-rectum

Sein

63,3

70

Figure 5 : Formes les plus fréquents de cancers chez la femme en Algérie.
Année 2010 (Plan National du Cancer 2015-2019, 2014)
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Le cancer du sein est en forte progression. Il prend des proportions épidémiques
inquiétantes avec plus de 9 000 nouveaux cas en 2009, soit 54 nouveaux cas pour 100 000
femmes. En 2014, ce chiffre est estimé a 11 000, soit une augmentation de 500 nouveaux
cas par an. Il représente le premier cancer de la femme Algérienne (Plan National du
Cancer 2015-2019, 2014). Son incidence connait une progression exponentielle alarmante

depuis environ 20 ans (Figure 5).
5. Facteurs de risque

Les facteurs de risque du cancer du sein sont, spécifiquement, liés a la vie
reproductrice des femmes. Un risque accru est corrélé a une apparition précoce des regles,
a la nulliparité ou a une premiére naissance a un age tardif, & une ménopause tardive ainsi
qu’a des facteurs hormonaux, qu’ils soient endogénes ou exogeénes (facteurs génésiques et

hormonaux).

De plus, les femmes présentant des lésions épithéliales prolifératrices, en particulier
avec une hyperplasie canalaire ou lobulaire atypique par rapport I'histologie normale, ont
quatre a cinq fois plus de risques de développer un cancer du sein.

Des prédispositions génétiques sont représentées dans 5 a 10% des cas. 1l existe une
prédisposition génétique au cancer du sein, ceci est rencontrée dans des familles a risque
de cancer du sein ou cette affection se transmet sur le mode autosomique dominant avec
une pénétrance limitée, impliquant que des membres d’une méme famille peuvent posséder
et transmettre ce géene sans développer un cancer. Environ 90% de ces cancers impliquent
des mutations des génes BReast CAncer (BRCA 1, BRCA 2). Des mutations de ces génes
représentent un risque accru de développer un cancer du sein, 60 a 85% des personnes
porteuses de cette modification auront un cancer du sein avant 70 ans [31]. L’histoire
familiale est un autre critére important qui influence le risque relatif de développer un
cancer du sein. En effet, une analyse, de plus de 58 000 cas de cancer du sein et 100 000
contréles, a permis de déterminer qu’une personne est plus a risque de développer un

cancer du sein lorsque ses apparentées au premier degré sont atteintes [32].

D’autres facteurs de risque, potentiellement liés aux hormones telles que 1’obésité,
ou I’alimentation souvent caractérisée par un apport calorique élevé non contrebalancé par

une activité physique suffisante, une consommation éleveée de graisse animale totale et




Etude bibliographique

saturée ainsi qu’une alimentation pauvre en fruits et Iégumes et riche en viande et en alcool
[33]. Aussi, les femmes irradiées lors des expositions nucléaires d’Hiroshima et de
Nagasaki, en particulier dans la période d’age de croissance active de la glande mammaire,
constituent encore la référence pour I’estimation des facteurs de risque de la plupart des

cancers associés aux rayonnements ionisants, y compris le cancer du sein [34].

La figure 6 résume la plupart des facteurs qui sont reconnus pour influencer a

divers degrés le risque de développer un cancer du sein [35].

Figure 6 : Facteurs modifiant le risque de développer le cancer du sein [35]

Facteurs reproductifs

Puberté précoce Tt
Forte densité mammaire Tt
Nulliparité Tt
Grossesse aprés 40 ans T
Meénopause tardive 1]
Nombre élevé de grossesse a terme 1
Allaitement 1

Facteurs environnementaux et habitudes de vie

Provenance: Amérique du Nord ou Europe Tt
Exposition a des radiations T
Prise de contraceptifs oraux T
Traitements hormonaux substitutifs T
Alimentation riche en gras saturé T
Consommation d’alcool T
Déficience en folate T
Classe socioéconomique élevée T
Provenance: Afrique ou Asie !
Exercice physique l
Facteurs génétiques
Histoire familiale Tt
Mutations de forte pénétrance (BRCA1/2) Tt
Mutations de faible pénétrance 1)
Autres facteurs
Age avancé Tt
Affections mammaires antérieures bénignes Tt
Grande taille 0
Poids élevé a la naissance T

11: Forte augmentation du risque 7: Augmentation modérée du risque

1 |: Forte diminution du risque |: Diminution modérée du risque
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6. Traitement:

Trois types de traitements sont utilisés pour traiter les cancers du sein : la chirurgie,
la radiothérapie et les traitements médicamenteux (chimiothérapie, thérapies ciblées et
hormonothérapie). Tous ont pour objectifs, selon les cas de supprimer la tumeur ou les
métastases, de réduire le risque de récidive, de ralentir le développement de la tumeur ou

des métastases, de traiter les symptémes engendrés par la maladie.

La démarche thérapeutique est basée sur des caractéristiques liées a la tumeur
(classification, histologie, risque métastatique, récepteurs hormonaux) et aux patientes

(&ge, statut hormonal de ménopause, antécédents médicaux).

La chirurgie et la radiothérapie sont des traitements locorégionaux qui agissent au
niveau du sein et des aires ganglionnaires locorégionales (axillaires, sus claviculaires et
chaines mammaires internes). La chimiothérapie est un traitement par voie générale. Ces
traitements peuvent étre utilisés seuls ou associés les uns aux autres. Certaines molécules
sont couramment utilisées en clinique, d’autres font encore 1’objet d’études cliniques
prospectives. Devant I’apparition de résistances a certains de ces traitements médicaux, la
recherche actuelle se tourne vers des thérapies ciblées, qui font I’objet de nombreux essais

cliniques (Figure 7) [36].

Si la radiothérapie est le seul traitement complémentaire de I'intervention
chirurgicale, le délai de mise en route de la radiothérapie aprés la chirurgie ne doit pas
dépasser 12 semaines. Un délai maximum de 6 mois ne doit pas étre dépassé entre la

chirurgie et le début de la radiothérapie.

Si, aprés la chirurgie, une chimiothérapie (associée ou non a une thérapie ciblée
selon le statut HER2 de la tumeur) et une radiothérapie sont prescrites, la chimiothérapie
est le plus souvent réalisée en premier, du fait que certains médicaments de chimiothérapie
entrainent des effets secondaires plus importants lorsqu'ils sont administrés aprés la
radiothérapie. Afin de les éviter, la radiothérapie est entamée une fois que la
chimiothérapie est terminée au maximum aprés 5 semaines. Si une hormonothérapie est

indiguée, elle démarre a I'issue de la radiothérapie [37].
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34

[ BCS alone
Bl BCS +RT
Bl BCS + RT + chemo
[J Mastectomy alone

8 Mastectomy + chemo

El Mastectomy + RT

Bl Mastectomy + RT + chemo
] RT and/or chemo

Percent

[ No surgery, RT, or chemo

™

Early stage (1 and Il) Late stage (lil and IV)

10

Figure 7 : Traitement du cancer du sein de la femme selon le stade de la maladie (BCS :

Breast Conserving Surgy ; RT : Radiation Therapy ; chemo : chemotherapy) [36].
6.1. Chirurgie

Elle est, dans 80% des cas, le traitement de premiere intention des cancers du sein
non métastatique. La chirurgie est de plus en plus performante et moins mutilante. On

distingue deux types :

La tumorectomie : Chirurgie conservatrice, elle permet d’enlever une tumeur d’une taille
habituellement inférieure a 3 cm et de conserver le sein. Cette technique est suffisante si la
tumeur est peu avancée. Le traitement se fait désormais le plus souvent en ambulatoire :

retour chez soi le jour-méme de 1’opération.

La mastectomie : Cette intervention consiste a retire le sein avec la tumeur, pour des
tumeurs plus volumineuses ou s’il existe plusieurs tumeurs dans le sein. L’ablation d’une
partie de la chaine ganglionnaire située dans ’aisselle prés du sein atteint n’est plus
réalisée systématiquement. On pratique désormais la technique dite du ganglion sentinelle
qui consiste, au cours de I’intervention, avant 1’ablation de la tumeur, a extraire les
premiers ganglions de la chaine en périphérie du sein. Si aprés analyse de ces derniers,
aucune cellule cancéreuse n’est retrouvée, le chirurgien peut poursuivre son intervention
par une simple tumorectomie. Dans le cas contraire, il doit compléter son geste d’un retrait
d’une partie de la chaine ganglionnaire, ce qui n’est pas sans conséquence pour la qualité

de vie post opératoire des patientes.
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6.2. Chimiothérapie

Elle est parfois prescrite avant la chirurgie, pour réduire la taille de la tumeur avant
son ablation (on parle alors de chimiothérapie néo-adjuvante). Elle intervient aussi souvent
apres la chirurgie et peut étre associée a une radiothérapie ou a une thérapie ciblée, par
exemple. La chimiothérapie s’attaque aux cellules en division de 1’organisme, notamment
les cellules cancéreuses. Elle était uniquement administrée par voie intraveineuse, a
I’hopital. Certaines chimiothérapies sont disponibles en comprimés, la patiente peut les
prendre chez elle. Les chimiothérapies s’attaquent certes aux cellules cancéreuses mais
aussi aux cellules saines, s’ensuivent de nombreux effets secondaires variables selon les
médicaments utilisés, les dosages et les personnes (chacun réagit différemment aux
traitements). lls peuvent également varier d'une cure de chimiothérapie a I'autre. Ils ne sont

d'ailleurs pas systématiques.
6.3. Radiothérapie

Elle fait toujours partie du protocole de soins, notamment apres une chirurgie
conservatrice. Son objectif est de détruire, grace a une irradiation ciblée, d’éventuelles
cellules cancéreuses résiduelles. Ce traitement quotidien s’effectue en général sur une

durée de 5 a 6 semaines et ne nécessite pas d’hospitalisation.
6.4. Hormonothérapie

Prescrite dans pres 75% des cas de cancers du sein. Elle bloque 1’action des
hormones féminines telles que les cestrogenes et la progestérone qui agissent sur les
cellules en faveur de leur multiplication. Dans la majorité des cas, cette hormonothérapie
est administrée en situation adjuvante, aprés d’autres traitements. Elle vise a limiter le

risque de récidive [38].
7. Mécanisme d’action des médicaments anticancéreux

La chimiothérapie anticancéreuse fait appel a des médicaments qui conduisent soit
a larrét de prolifération (médicaments cytostatiques), Soit interferent avec le
fonctionnement cellulaire en inhibant la croissance cellulaire (médicaments cytotoxiques)
[39].
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7.1. Action sur la multiplication cellulaire

Dans la plupart des cas, les agents cytostatiques exercent leur action par
I’intermédiaire d’une action sur ’ADN, d’une interaction avec ’ARN ou avec la synthese

des protéines qui interviennent dans la formation du cytosquelette.
a. Les antimeétabolites

IIs inhibent la synthése des acides nucléiques, soit en inhibant les protéines
nécessaires au métabolisme des bases puriques et pyrimidiques, comme par exemple le
méthotrexate (MTX ou Ledertrexate®) et le pemetrexed (Alimta®), qui sont des
antifolates, ou alors I’hydroxyurée (hydroxycarbamide ou Hydrea®), qui inhibe la
ribonucléotide-diphosphate réductase. La substitution aux bases azotées par le 5-
Fluorouracile (5-FU) ou la cytarabine (cytosine arabinoside, Ara-C, Aracytine®,
Cytarbel®, ou Cytosar®) qui sont des antipyrimidiques, ou la 6-mercaptopurine (6-MP,
Purinéthol®) et la 6-thioguanine (Lanvis®) qui sont des antipuriques par conséquent

I’inhibition de la réplication [40].
b. Les agents alkylants

Un médicament alkylant agit en substituant un radical alkyl réactif a un proton
d’une structure nucléophile hautement réactive de I’ADN. Ces substances créent un lien
chimique covalent fort, entre elles-mémes, et un ou plusieurs groupements (carboxy) d'un
acide nucléique que ce soit mono ou double brin. Lors de la division cellulaire, le
dédoublement des 2 brins de I’ADN devient difficile a cause de la formation de ponts inter
ou intracaténaires non réparables, en conséquent, la réplication est arrétée au niveau de
I'agent alkylant, aboutissant a "l'avortement” de la division cellulaire. Parmi ces
médicaments, nous citons le Cyclophosphamide (Endoxan*™), 1'I[fosfamide (Holoxan™),
le Melphalan (Alkéran™) ou moutarde a la phényl-alanine, la Procarbazine (Natulan™), le

Cisplatine (Cisplatyl™) et 1'Oxaliplatine (Eloxatine™) [41].
c. Les agents intercalant

Ce sont des molécules polycycliques qui s’intercalent entre les plateaux que
constituent deux paires de bases contigués de I’ADN. La conséquence de 1’intercalation est

une détorsion de la molécule d'ADN et donc un empéchement de la progression des ARN
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et ADN polymérases ainsi qu’une inhibition de la réplication et de la transcription. Il existe
différents groupes utilisés en clinique : nous citons les Anthracyclines (doxorubicine
(Adriblastine®, Myocet® ou Caelyx®) et la daunorubicine (Cérubine® ou
Daunoxome®)), les Anthracenes (mitoxantrone (ou Novantrone®)) ou les Phenoxazines

(dactinomycine et actinomycine-D (ou Cosmegen®)) [42].
d. Les poisons du fuseau mitotique

Appelés aussi agents tubulo-affines, agissent de maniére directe sur les molécules
de tubuline indispensable a la constitution du fuseau mitotique et a la migration polaire des
chromosomes pendant la mitose. Ces molécules, soit elles inhibent la polymérisation de la
tubuline et bloquent ainsi la division mitotique (Vincaalcaloides : vinblastine (Velbe®) et
vinorelbine (Navelbin®)), ou bien se lient a la tubuline, favorisant ainsi sa polymérisation
en microtubules interrompant la mitose : (Taxanes : paclitaxel (Taxol®) et docetaxel
(Taxotere®)) [43].

7.2. Action sur le fonctionnement cellulaire

Les thérapies anticancéreuses ciblées reposent sur 1’inhibition de la croissance
tumorale via un marqueur spécifique de la cellule cancéreuse. La derniere révolution dans
ce domaine porte sur le criblage spécifique de voies de transduction intracellulaires
impliquées dans le développement de certains cancers. On y trouve des anticorps

monoclonaux et des inhibiteurs de I'activité protéine-tyrosine kinase.

Les Anticorps monoclonaux se lient au domaine extracellulaire de la cellule
cancéreuse, inhibant la croissance tumorale soit directement (par leur activité intrinseque),
soit indirectement en induisant une réponse immunitaire de type ADCC (Anti body
dependant cell mediated cytotoxicity) ou en activant la cascade du complément. Rituximab
(anti-CD20 (MABTHERA®)) Le Trastuzumab (anti-HER2/NEU (HERCEPTIN®)) sont
les plus utilisés [44, 45].

Les Inhibiteurs de la tyrosine kinase (I’Imitanib (GLIVEC®)) inhibent, au niveau
intracellulaire, 1’activité tyrosine kinase des récepteurs aux facteurs de croissance,

empéchant la transduction du signal et I’activité proliférative de ces derniers [46].
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Un des protocoles préconisé et afin de réduire les résistances précoces, est
’association de drogues possédant des mécanismes d’action différents et, si possible, avec
des toxicités non cumulatives. En termes de chimiothérapie conventionnelle, le protocole
FEC et FAC : le 5-FU (F), le cyclophosphamide (C) et la doxorubicine (A) ou I’épirubicine
(E) ou les taxanes (paclitaxel ou docétaxel) sont les plus utilisés. Ce traitement consiste en
une cure de chimiothérapie toutes les trois semaines, en général, six fois de suite. Chaque
cure correspond a une séance de perfusion. Chaque séance est suivie de trois semaines de
repos avant la séance suivante. Le tableau 3 récapitule les protocoles chimiothérapeutiques

les plus utilisés pour le traitement des cancers du sein.

Tableau 3 : Principaux protocoles utilisés en chimiothérapie dans le cancer du sein [47]

Protocole Schéma Dose Rythme
d’administration (J - jour)

FAC 50 Doxorubicine 50 mg/m? J1=J21
Endoxan 500 mg/m?
5-Fluorouracile 500 mg/m?

FEC 100 5-Fluorouracile 500 mg/m? J1=J21
Epirubicine 100 mg/m?2
Endoxan 500 mg/m2

CMF Endoxan 600 mg/m? J1etJ8
Methotrexate 40 mg/m?
5-Flurouracile 600 mg/m?

J1=J21

AC Doxorubicine 60 mg/m2 J1=J21
Endoxan 600 mg/m?

TAC Doxorubicine 50 mg/m? J1=J21
Endoxan 500 mg/m?
Taxotere 75 mg/m

FEC/T FEC100 (3cycles) 500 mg/m? J1=J21
100 mg/m?
500 mg/m?
Taxotere (3cycles) 100 mg/m?

TC Endoxan 500 mg/m? J1=J21
Taxotere 75 mg/m2
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Il. Lapharmacogénétique

1. Historique

Historiquement, la pharmacogénétique s’est focalisée sur des protéines intervenant
dans 1’absorption, le métabolisme et I’élimination de certains médicaments. En effet, c’est
en mesurant des concentrations de médicaments dans le sang que I’on a découvert
’existence de « métaboliseurs lents ». A cette époque, les techniques de biologie
moléculaire n’étaient pas développées et le phénotypage se basait seulement sur les

dosages des molécules méres et/ou des métabolites dans le sang ou les urines.

Dans les années 1950s ont été successivement décrits des syndromes particuliers
que ’on rattache a des déficits constitutionnels en différentes protéines: glucose-6-
phosphate déshydrogénase et anémie hémolytique aux dérivés de la quinine, apnées a la

succinylcholine chez des patients déficients en cholinestérase [48 - 50].

La pharmacogénétique est apparue pour la premiéere fois en 1953 avec la
description du phénotype « acétyleur lent » de 1’isoniazide, un antituberculeux. Ce
phénotype a été rapidement associé & une augmentation de la neurotoxicité de cet

antituberculeux couramment prescrit.

Dans les années 1960s, des médecins colligent des effets indésirables survenus chez
leurs patients prenant certains médicaments ; ces effets sont associés a des concentrations
circulantes trés élevées de ces médicaments [51]. C’est en constatant 1’¢limination,
extrémement lente de quelques médicaments par certains patients, que 1’on découvre les
enzymes hépatiques responsables du métabolisme des médicaments (cytochromes P450 ou
CYP). Les premiers cas décrits soulignent déja a 1’époque que ces phénotypes «
métaboliseurs lents » sont rattachés a des modifications d’ordre génétique, car ils se
transmettent selon un mode mendélien. 1l faut attendre les années 1980 et les progrés de la
biologie moléculaire pour 1’identification des génes codant les protéines de ce métabolisme
[52]. Les mutations responsables des phenotypes « métaboliseurs lents » sont alors

progressivement publiées [53].

C’est avec I’apparition des tests génétiques et le séquencage du génome humain, et
au début des années 2000, puis 2003, que la pharmacogénétique a pris un nouvel essor

dans le développement et le suivi des medicaments.
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2. Notions de pharmacogénétique

La désignation de pharmacogénétique est une compaction de deux termes qui
mettent en relation deux notions simples, a savoir que la réponse de 1’organisme a un
médicament donné (pharmaco-) dépend de la variation de séquence d’un ou de quelques
génes (-génétique). C’est 1’étude de I’influence de la variabilit¢ du génome dans la

variation interindividuelle de la réponse aux médicaments [54].

Les variations individuelles, dans la réponse aux médicaments, et les effets
indésirables de ces derniers sont des problémes cruciaux. De nombreux facteurs peuvent
influencer la réponse du patient au médicament. Le choix du médicament et les doses
optimales dépendent de plusieurs facteurs y compris : I'age, le sexe, le poids corporel, la
co-morbidité, les fonctions des organes, les interactions médicamenteuses, le mode de vie,

I'origine ethnique, la génétique, 1'alimentation...etc [55].

Cependant, la variation génétique peut représenter jusqu'a 95% de la variabilité
dans la disposition et l'effet de la drogue [56]. L’attention s’est concentrée sur les
polymorphismes génétiques de type SNP, comme cause principale de la variation de la
réponse aux médicaments, et sont devenus une cible de recherche représentant de la

pharmacogénétique [57].

Le développement considérable de la pharmacogeénétique, attesté par un nombre
croissant, voire exponentiel de publications, qui y sont consacrées depuis une vingtaine
d’années, couvre aujourd’hui trois grands domaines qui sont tous impliqués dans la

variabilité interindividuelle de la réponse aux médicaments (Figure 8).

2 Métabelsme (F100)

5) Elimination (cansomens)

1) Absarplion (oo creus-E 01N

Figure 8 : Champ d’application de la pharmacogenétique [58].




Etude bibliographique

Ces trois domaines sont les suivants : les enzymes du métabolisme des
médicaments, les transporteurs transmembranaires de médicaments et les récepteurs ou

sites « cibles » de médicaments.

Il ressort de ces constats, que I’enjeu de la discipline « pharmacogénétique » est
d’établir la traduction fonctionnelle de I’ensemble des SNP de notre génome et d’en définir
les conséquences cliniques potentielles. Les polymorphismes génétiques peuvent étre
responsables de variations d’expression ou d’activité¢ des enzymes du métabolisme des
médicaments. Ils s’expriment dans la population générale sous la forme de différents
phénotypes métaboliques, définissant généralement chez des individus deux groupes : ceux
ayant des métaboliseurs lents (ML) (déficit d’activité enzymatique) et a métaboliseurs
rapides (MR) (activité normale). L’existence de métaboliseurs ultrarapides (MUR) (activité
augmentée) ou intermédiaires (MI) (activité réduite) est possible pour certaines enzymes
[59]. Ces différents mécanismes moléculaires sont illustrés dans la figure 9.

Géne dupliqué ou amplifié Géne normal ou muté Géne délats
ARNM-AAAA
ARMM-AAAA ARNmM-AAAA X
ARMNmM-AAAA
X
|
Métabolisme augmenté Métabolisme Métabolisme
ol ultrarapide Autres métabolifes  NOrmal Métabalisme déficitaire
formés réduit

Figure 9 : Principaux mécanismes moléculaires des modifications de 1’activité des

médicaments anticancéreux [60].
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Les conséquences cliniques des polymorphismes génétiques dépendent de plusieurs

facteurs : administration du médicament sous forme active ou de pro-drogue, activité des

métabolites, importance de la voie métabolique polymorphe dans la clairance globale du

médicament (figure 10).
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Figure 10 : Conséquence clinique des polymorphismes génétiques

3. Pharmacogeénetique et pharmacogémonique

Les deux termes « pharmacogénomique » et « pharmacogénétique » sont tres

souvent utilisés de la méme maniere ou pour caractériser la méme idée [61]. lls sont

fréquemment utilisés dans la littérature concernant la médecine personnalisée. Méme s’il

n’existe encore aucun véritable consensus sur les définitions propres a chacun de ces

termes, il est néanmoins possible de dégager certaines caractéristiques permettant de les

distinguer [62, 63].

La pharmacogénomique est un terme, qui a été introduit a la fin des années 1990

et qui peut étre definie de maniére large comme étant 1’étude des variations des effets

toxiques ou thérapeutiques des médicaments sur la base d'une analyse des informations

contenues dans le génome entier d’un individu. Les études pharmacogénomiques portent,

aussi bien, sur les variations interindividuelles des sequences genétiques elles-mémes que

sur les variations de 1’expression des génes.
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Par contraste, le terme «pharmacogénétique» est utilisé depuis les années 50 pour
désigner les recherches portant sur des genes candidats spécifiques, susceptibles
d’expliquer I’existence de variations dans la maniére dont un individu répond a un

médicament, en termes d’effets secondaires ou d’efficacité clinique [64].

Les génes candidats visés dans les études pharmacogénétiques sont sélectionnés
en fonction de mécanismes, dont on sait déja ou dont on suspecte qu’ils sont impliqués
dans les prédispositions a développer certaines maladies, ou dans 1’absorption, le
métabolisme, le transport ou 1’excrétion de médicaments. Cette sélection de génes peut
également avoir lieu sur la base de cibles meédicamenteuses. Par opposition, la
pharmacogénomique suit une approche libre de toute hypothese et porte sur I’ensemble du

génome [65].

Malgré ces différences notables, il existe une interdépendance entre ces deux
champs de recherche. Aussitdt que des recherches pharmacogénomiques, portant sur
I’ensemble du génome, incluant les notions de transcriptomique et de protéomique, ont
permis d’identifier des genes ou des marqueurs génétiques impliqués dans les mécanismes
influengant 1’action ou les effets secondaires d’un médicament, chaque géne doit ensuite

faire ’objet d’études pharmacogénétiques.
4. Pharmacodynamique des anticancéreux

La réponse thérapeutique a un traitement dépend principalement de la concentration
du principe actif au niveau de son récepteur ou de son site d’action. Le devenir des
médicaments dans 1’organisme et, en particulier, leur aptitude a atteindre la cible

pharmacologique, dépend de paramétres liés a la fois au médicament et au tissu cible.

Bien que les anticancéreux soient extrémement divergents dans leur structure
chimique, physique et dans leur action biologiques, 1’ensemble des mécanismes qui

influencent leur effets peuvent étre catégorisés en:

a. Mmécanisme d’action en amont du site d’action de la drogue : ce mécanisme est
représenté par les enzymes de détoxification et les transporteurs des drogues.

b. mécanisme d’action sur le site d’action de la drogue, correspondant
essentiellement aux enzymes intervenant dans la biosynthése et le métabolisme de

I’ADN, la réparation de I’ADN et le cycle mitotique.
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c. mécanisme d’action en aval du site d’action de la drogue : Cascade apoptotique et

les Chémokines
Les médicaments utilisés en oncologie ont géenéralement des index thérapeutiques
étroits et leur adaptation posologique est de regle pour éviter des effets toxiques tout en
préservant une bonne efficacité. La connaissance du métabolisme et des cibles de ces
molécules a permis de caractériser des « genes de susceptibilité » a la toxicité de certains

meédicaments anticancéreux [66].
5. Genes candidats d’intérét pharmacogénétiques

Parmi les polymorphismes identifiés, au niveau des genes intervenant dans le
transport ou le métabolisme des médicaments anticancéreux, nous allons citer quelques

exemples importants dont I’implication en thérapeutique est désormais trés intéressante.
5.1. Genes de synthése et de métabolisme des acides nucléiques
a. Lathiopurine méthyltransférase

La thiopurine S-méthyltransférase (TPMT) est une enzyme cytosolique, qui
catalyse la S-méthylation de composés sulfhydryles aromatiques ou hétérocycliques,
comme la 6-mercaptopurine et la 6-thioguanine, en utilisant la S-adénosyl L-méthionine
(SAM) comme donneur de groupement méthyle. L’activité de la TPMT chez I’homme est
extrémement variable d’un individu a 1’autre et partage la population en trois catégories :
un groupe majoritaire de sujets pour lesquels I’activité TPMT est élevée (méthyleurs
rapides ou MR), un groupe d’individus pour lesquels 1’activité est dite intermédiaire
(méthyleurs intermédiaires ou MI) et un petit groupe de sujets pour lesquels I’activité
TPMT est tres réduite (méthyleurs limités ou lents ou ML) [67].

Au total, a ce jour, une trentaine de variants alléliques du gene de la TPMT a eté
identifiée. Parmi les plus fréquents (Figure 11), on retrouve 1’alléle TPMT*2 comparé a la
séquence sauvage du gene (TPMT*1), porte une mutation faux-sens dans 1’exon 5 (G238C,
Ala80Pro). Cette variation de sequence modifie la structure tertiaire de la protéine, ce qui
altere la stabilité de 1’enzyme, et entraine sa dégradation rapide par protéolyse [68].
L’allele TPMT*3A, quant a lui, est porteur de deux mutations faux-sens, G460A
(Alal54Thr) et A719G (Tyr240Cys), localisées au niveau des exons 7 et 10,

respectivement [69]. Ces trois mutations sont les plus fréeguemment rencontrées quelle que
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soit I’origine ethnique des individus avec une fréquence élevee. Elles sont a I’origine des
alléles non-fonctionnels de la TPMT [70].

rears — - H-O O % des alléles nmirants
. A - . Pop. Modres,
Cancasiens Moirs-Amernic. Aciatiques
mare —{PHIOH HHO-OHHIE— s
G238C
(A1 Pro)
mamss —IH-OHHE-OHHEEE—  sissss
4504 ATISG
(Ala"™Thr) (Tyr“Cys)
marse —-IHOHOHCOHHO-OHHEE— s 525 100%

ATIOG
(T Cys)

Figure 11 : Structure des alléles non fonctionnels de la TPMT les plus fréquents [70].

Le déficit d’activité TPMT apparait sans conséquence, tant qu’ils ne sont pas
exposés a un substrat exogene de I’enzyme, ce qui laisse supposer I’absence de fonction

endogene pour cette enzyme [71].

Il s’est avéré que les enfants porteurs de ces variants, atteints des leucémies et
traités par la 6-mercaptopurine ou la 6-thioguanine, ont une activité enzymatique réduite,
voire nulle dans les érythrocytes ou I’enzyme est normalement présente. Les hétérozygotes
ont une activité enzymatique diminuée de moitié et les homozygotes ont une activité nulle.
Le risque d’hémato-toxicité dose-dépendante est particulierement elevé chez les patients
présentant un phénotype déficitaire pour la TPMT. Aussi, chez ces patients, il est
recommandé d’ajuster la posologie du traitement en diminuant les doses de thiopurines a
5-10 % des doses usuelles [72].

b. Ladihydropyrimidine déshydrogénase

C’est une enzyme de détoxication du 5-FU, qui appartient a la classe des
antimétabolites de type antipyrimidique, dont l'action s'effectue essentiellement par
I'inhibition de la synthese de I'ADN. Le 5-FU est métabolisé a plus de 80 % par la
dihydropyrimidine deshydrogénase (DPYD) au niveau hépatique. Cette enzyme intervient,
dans la premiére étape du catabolisme des bases pyrimidiques, en catalysant la réduction
des thymines et des uraciles, respectivement en 5,6-dihydrothymine et 5,6- dihydrouracile.
Le 5-FU est finalement éliminé sous forme de B alanine fluorée. Il existe une corrélation

entre activité de la DPYD dans les cellules mononucléées sanguines et la clairance
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systémique du 5-FU. La déficience compléte de la DPYD s’accompagne d’une toxicité
létale de la molécule. Cette déficience est liée a ’existence de difféerents SNP sur la

longueur du gene, tous conduisant & une altération de 1’activité de I’enzyme [73].

Plus de 30 polymorphismes genétiques dans le géne DPYD ont été rapportés. Parmi
ces variants, 20 sont associés a une diminution de ’activité de la DPD[74]. Une faible
activité de la DPD entraine une diminution du catabolisme du 5-FU avec pour corollaire
une augmentation de ses métabolites actifs et un risque de toxicité sévére au 5-FU, qui peut
étre létale. Une diminution d’activité de la DPYD est observee selon les études dans 40 a
60 % des cas de toxicité sévere au 5-FU. Les sujets présentant une diminution de 1’activité
de la DPYD ont un risque accru de toxicité grade 4 ou létale au 5-FU au minimum

multiplié par 4 [74].

Cependant, un allele apparait prépondérant : il s’agit d’une substitution intronique
d’une zone d’épissage flanquant ’exon 14 (IVS14+1G>A), qui aboutit a I’excision totale
de I’exon 14 conduisant a une inactivation compléte de I’enzyme. Les hétérozygotes ont un
risque de toxicité accru en raison d’une quantité réduite de DPD. Cette mutation est
présente chez pres de la moitié des patients déficitaires et chez prés de 30 % des patients

ayant présenté une toxicité de grade 3 ou 4. La fréquence de I’alléle muté est de 0.9% [75].
c. Lathymidylate synthase

La thymidylate synthase (TS) est ’enzyme responsable de la transformation par
méthylation de la dUMP (deoxyuridine-monophosphate) en dTMP (deoxytimidine-
monophosphate), qui est ensuite phosphorylée en thymidine triphosphate TTP, laquelle est
incorporée dans I’ADN. C’est une enzyme a deux substrats qui forme avec le dUMP et le
méthyléne tétrahydrofolate (MTHFR) un complexe ternaire ou le MTHFR céde un groupe
méthyl au dUMP [76].

Un polymorphisme du gene de la TS, le plus étudié, se situe au niveau de son
promoteur : c’est un variant ayant deux au lieu de trois répétition en tandem d’une

séquence de 28 paires de base. (Figure 12)
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Figure 12 : Polymorphisme de la TS [77].

L’homozygote 2R/2R présente une expression du gene trois fois supérieure a celle
du variant 3R/3R: il en résulte une différence significative de la réponse des patients traité
par 5-FU. Les patients présentant des taux bas de TS dans la tumeur avaient une survie
significativement plus longue. Ce polymorphisme apparait particuliérement intéressant en
raison de sa prévalence, 1’alléle 2R ayant une fréquence d’environ 36% chez les caucasien
[78].

La TS constitue la cible du 5-FU et de certains analogues folique. Le 5-FU, apres sa
transformation en 5-FAUMP (5 Fluorodeoxyuridine-monophosphate), qui, en se
comportant comme un analogue du dUMP, inhibe la TS. Son niveau d’expression est

inversement corrélé a la réponse au 5-FU [79].
d. La méthyléne TétraHydrofolate Reductase

La MTHFR est une enzyme qui catalyse la conversion du 5, 10-
méthylenetétrahydrofolate (5,10- MTHF) en 5-méthylenetétrahydrofolate (5-MTHF). Par
la suite, le 5-MTHF provoque une reméthylation de I'hnomocystéine en méthionine qui est
nécessaire pour la méthylation de I’ADN et la synthése des purines. En outre, le complexe
inhibiteur crucial dans I'activité du 5-FU comprend le 5,10-MTHF, conjointement avec la
TS et dUMP [80].

Parmi les polymorphismes déléteres dans le géne de la MTHFR, deux
polymorphismes ont été repérés. Ces SNP modifient fonctionnellement le produit
protéique. Ils sont responsables des taux plus faible du 5,10- MTHF et associées & une




Etude bibliographique

réduction de 70% a 40% de diminution de I'activité catalytique. L'impact des
polymorphismes de la MTHFR sur I'efficacité du 5-FU a été rapporté in vitro et in vivo
[81].

Le premier polymorphisme observé dans l'exon 4 est une substitution d’une C en T
en position 677 et correspondant a un changement d’une Alanine en Valine en position 222
de la protéine. Des résultats contradictoires ont été relevés a partir de quelques études qui
ont déterminé les effets cliniques de ce polymorphisme dans les traitements avec les
fluoropyrimidines. Le second est la substitution A1298C (Glu429Ala), repéré dans I'exon 7
et reduit également l'activité de la MTHFR, mais, apparemment, moins sévérement que
C677T [82].

En résumé : la figure 13 représente le metabolisme du 5-FU et illustre I’intervention du
DPYD, MTHFR et TS dans ces voies métaboliques
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Figure 13: Métabolisme du 5-FU [80].

5.2. Genes des enzymes du métabolisme et du transport de médicaments

Les médicaments sont généralement des molécules hydrophobes, qui pénetrent
facilement dans la cellule. Ils peuvent en étre expulsés par des protéines
transmembranaires comme la Pgp (P-glycoprotéine) ou étre métabolisés par
fonctionnalisation (Phase I, exemple : les cytochromes P450) puis/ou par conjugaison
(Phase II, exemple : les glutathion-transférases), en produits plus hydrophiles, ce qui

facilite leur élimination hors de la cellule. L’¢limination peut étre directe ou effectuee par
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I’intermédiaire de protéines comme les MRP (Multidrug Resistance Proteins) (Figure 14).
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Figure 14 : Représentation schématique du métabolisme des xénobiotiques [83].

5.2.1. Geénes des enzymes du métabolisme
a. Les cytochromes P450

Les cytochromes P450 (CYP450) sont des enzymes de phase I, ils ont été les plus
étudiés sur le plan pharmacogénétique [84 - 86]. Pour les génes CYP2A6 et CYP2D6, des
duplications complétes ont été décrites, conduisant a un métabolisme accéléré des substrats
et donc a une moindre efficacité thérapeutique par augmentation de la quantité de
protéines. Dans le cas particulier de CYP2D6, un individu a exprimé jusqu’a treize copies
du méme geéne. A linverse, le cytochrome CYP3A4, qui métabolise de nombreux
anticancéreux (taxanes, irinotécan, vinca-alcaloides, cytophosphamide) ne semble pas
présenter de polymorphisme doté de conséquences fonctionnelles : ce sont les conditions
environnementales qui sont a l'origine des différences individuelles considérables de son

activité. Cependant, le retentissement clinique a été longtemps controversé [87].
b. L’UDP-glucuronnoxyltransférase 1A1

L’UDP-glucuronnoxyltransférase 1Al (UGT 1A1) est une enzyme de phase Il, elle
est impliquée dans la détoxication de composes endogenes, comme la bilirubine et
exogenes, comme certains médicaments, dont [irinotécan, ou plus exactement le
métabolite actif de ce dernier, le SN-38. Il existe un variant au niveau du promoteur du
géne de I'enzyme, concernant le nombre de séquences TA dans la TATA box : 1l s’agit de

I’insertion d’un couple TA au niveau de la région (TA)6TAA du promoteur du gene
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UGT1A1*1 résultant en un variant (TA)7TAA désigné UGT1A1*28 (Figure 15) [88].

Exon 1’s Common Exons
I 11 1

UGT1A12 UGT1A2 UGT1A1
-

UGT1A1 Exon 1 (TA), Promoter region UGT1A1*6 211G>A, codon 71
TATATATATA= (TA)s = *36 UGT1A1*27 686C>A, codon 229

TATATATATATA= (TA)g = *1
TATATATATATATA= (TA); = *28
TATATATATATATATA= (TA)g = *37

Figure 15 : Schéma partiel du géene UGT1AL montrant la localisation des polymorphismes
[88].

Le polymorphisme UGT1A1*28 est caractérisé par une diminution de 30% du
niveau d’expression et de I’activité de I’enzyme, entrainant une élévation de la bilirubine
non conjuguée et un risque de toxicité accru de l'irinotécan. Le génotypage des sujets

devant recevoir ce médicament est possible en routine [89].
c. Laglutathion S-transférase P1

La glutathion S-transférase P1 (GSTP1) est enzyme est exprimée dans toutes les
cellules et tissus humains a I’exception des érythrocytes. C'est une enzyme de détoxication
de nombreux médicaments, y compris certains anti-cancéreux comme les dérivés
organiques du platine. Ainsi, la forte expression de la GSTP1 dans les tissus cancéreux
suggére son implication dans la résistance a [’apoptose. Pendant un traitement
anticancereux il a été observé une augmentation de son niveau d’expression dans les

lignées resistantes au cisplatine [90].

Deux polymorphismes ont été mis en évidence : une transition A—G en position 313
de I’exon 5 du géne GSTP1, qui remplace I’isoleucine (Ile) en position 105 par une valine
(Val) au niveau du site actif. L’activité enzymatique du variant Val105 est 3 fois plus
faible que celle du variant lle. Ils a été démontré par la suite que ’acide aminé Val altére la
stabilité de I’enzyme a la chaleur, expliquant ainsi son activité spécifique diminuée par
rapport a celle que lui confére habituellement son isoforme [91]. Ainsi, I'absence de
I'activité GSTP1 augmente également la susceptibilité cellulaire au dommage de I'ADN par
le stress oxydant. Pour cela, cette mutation ponctuelle est étudiée dans le contexte de
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prédisposition au cancer ou encore dans le cadre de la résistance aux médicaments

antinéoplasiques [91].

Le second polymorphisme est le C341T qui, se situe au niveau de I’exon 6 du gene.
Ce polymorphisme améne également une modification dans la séquence des acides aminés
allant d’une alanine vers une valine au codon 114 (Alall4Val), ayant pour impact
fonctionnel une diminution de D’activité enzymatique de conjugaison chez les porteurs

d’une valine d’environ 20% de son niveau de base [92].
5.2.2. Genes des molécules de transport

La résistance tumorale a la chimiothérapie peut étre liée a 1’hdte ou aux altérations
génétiques ou épigenétiques des cellules malignes. Cette résistance peut s’exprimer
d’emblée ou peut étre acquise lors du traitement, méme apres une phase initiale
d’efficacité. Parmi les nombreux mécanismes de resistance, la résistance MDR est liée a
une diminution de 1’accumulation intracellulaire des agents cytotoxiques par accroissement
de leur efflux hors de la cellule [93]. Plusieurs travaux ont ainsi montré I'implication
probable de la surexpression de protéines de transport, du type MRP, dans la résistance aux
traitements thiopuriniques [94 - 96].

Les génes codant pour ces transporteurs représentent donc de bons génes candidats

dans les variations inter-individuelles de réponse aux traitements.
a. Legene ABCB1

Le gene ABCBL1 (ATP Binding Cassette B1) fait partie de la famille des génes des
transporteurs ABC, avec environ 50 membres, et se trouve sur le chromosome 7021.12

contenant 29 exons.

Au vu de I’'importance de la Glycoprotéine P (Pgp) dans le transport de nombreux
substrats médicamenteux, des efforts ont été menés pour identifier les polymorphismes qui
pourraient expliquer la variabilité¢ interindividuelle de 1’expression et des fonctions du
transporteur. Certains de ces polymorphismes ont eté associes avec une modulation de
I’expression et de I’activité d’ABCBI : quelque uns ont été impliqués dans les variations
de la pharmacocinétique de substrats médicamenteux et dans la variabilité de la réponse
biologique a ces traitements, et d’autres variants sont associés a la susceptibilité a certaines

pathologies [97, 98].
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Au total, ce sont 15 polymorphismes qui ont été identifiés dans les 28 exons du

gene ABCBL1 et six, d'entre eux, ont pour conséquence une altération de la sequence

protéique. Les trois polymorphismes les plus courants dans la région codante de la protéine
sont : 1236C>T, 3435C>T et 2677G>T/A, ou plusieurs alléles ont été rapportés [99].

2677G>T/A : Est un polymorphisme triallelique correspond a une substitution
d’une Serine en Alanine ou en Thréonine en position 893 de la protéine. Ce SNP a
été associé¢ a une augmentation de ’expression de I’ARNm dans les anthérocytes
duodénaux. Par contre, I’homozygotie, pour 1’alléle 2677T, a également été
associée a une plus forte expression de la protéine dans les tumeurs colorectales
[100]. Les chercheurs ont montré une augmentation de I’activité du transporteur
dans des cellules exprimant le variant 893Ser in vitro. Bien que le mécanisme ne
soit pas clair, il a ét¢ montré que certains résidus Sérine d’ABCBI sont sujets a
phosphorylation par la protéine kinase C. Il a été proposé que la modification de
I’activit¢ d’ABCBI1 chez les porteurs du variant 893Ser, est liée a la
phosphorylation du résidu Serine [101].

1236C>T : c’est un polymorphisme silencieux (Gly412Gly) dans 1’exon 13 du gene
MDR1. Bien que de nombreuses études aient entrepris de caractériser les
associations phénotypiques potentielles pour ce SNP, les résultats restent
controversés [102, 103]. Cependant, il a été montré qu’une meilleure réponse aux

médicaments était associée aux homozygotes mutés CC [103].

3435C>T: Il s'agit également d'une mutation silencieuse (lle1145lle) dans I'exon 26
du géne ABCB1. En 2000, une étude réalisée par Hoffmeyer et al. impliquait que
I'allele 3435T générait une fonction modifiée de la Pgp, et montre une association
du génotype TT avec une faible expression de Pgp dans l'intestin [104]. Outre,
d’autres chercheurs associent 1’alléle muté a une diminution de 1’expression
d’ABCBI dans le rein et dans les lymphocytes, selon lesquels le variant 3435T
réduirait la stabilité de I’ARNm, bien qu’il soit sans effet sur la séquence protéique.
Il doit correspondre a une sequence régulatrice de I'expression du géne ou bien étre
associée a une autre mutation, non encore identifiée, dans un haplotype précis
[105].
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b. Les transporteurs SLC

Les transporteurs SLC «SoLute Carrier» sont des transporteurs actifs secondaires
ou indirects. Ils n'utilisent pas directement I'ATP, mais I'énergie produite par une
différence de potentiel électrochimique (un gradient d'ions) créé par un transport actif
primaire. Quatre transporteurs du type SLC ont été décrits a ce jour comme potentiels
pharmacogénétiques : SLC28A2 (CNT2), SLC28A3 (CNT3), SLC29A1 (ENT1) et
SLC29A2 (ENT2) [106].

Les génes codant pour ces quatre transporteurs sont tous polymorphes. Des
mutations faux sens ont été identifiées sur le géne SLC28A2, mais ne semblent pas avoir
de conséquences physiologiques, ce qui pourrait s’expliquer en partie par la redondance
d’activité entre SLC28A1 et SLC28A2. Cependant, il a été démontré que, pour certains
variants de SLC28A2, bien que leur fonction de transport ne soit pas altérée, leur
spécificité de substrat peut étre modifiée. Une mutation affectant le promoteur de
SLC28A2 a, également, €té caractérisée et est a I’origine d’une augmentation de
I’expression de la protéine ayant pour conséquence une toxicité importante pour les

traitements au Méthotrexate [107].

Une dizaine de mutations faux-sens ont été identifiées sur le gene SLC28A3. Parmi
elles, une seule a un impact fonctionnel sur la protéine. Cette mutation, la G1099A
(Gly367Arg), affecte un domaine trés conservé de la protéine, impliqué dans la
reconnaissance des substrats et diminue de 80 a 85 % la capacité de transport des purines et

des pyrimidines [108].

Parmi les 39 mutations mises en évidence a ce jour sur le géne SLC29A1, seules
quatre modifient la séquence codante mais qui n’ont pas encore ét¢ fonctionnellement
analysées. Des polymorphismes situés en amont du site d’initiation de la transcription ont
également eté decrits. Parmi eux, les mutations -1345C>G et -1050G>A qui augmentent de

facon significative 1’expression de la protéine [109].

Cing mutations affectant la seéquence codante ont été identifiees sur le géne
SLC29A2. L’une de ces mutations correspond a une délétion de 2 pb a I’origine de la
synthése d’une protéine tronquée non fonctionnelle et deux autres, ¢.551-556del (Délétion
Gly185 et Val186) et ¢.13G>T (Asp5Tyr), codent pour une protéine dont la fonction de

transport est significativement diminuée [110].
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5.3. Génes de réparation d’ADN

Un ensemble de mécanismes de réparation complexes permet a la cellule de
détecter et réparer les dommages afin de sauvegarder I’intégrité de son génome et d’assurer
sa survie. Chez I’humain, il existe cinq mécanismes majeurs de réparation de ’ADN : la
réparation par excision de base « Base Excision Repair: BER », la réparation par excision
de nucléotide « Nucleotid Excision Repair: NER », la réparation des mésappariements
(MMR), la réparation des cassures double brin « Double Strand Break Repair: DSBR » et
la réparation des agents pontant I’ADN « Cross-Link Repair: CLR ».

Dans les cancers, ces différents systemes de signalisation et de réparation des
Iésions d’ADN sont fréquemment inactivés et contribuent ainsi a leur instabilité
génomique et a leur progression. lls peuvent étre cependant aussi activés dans de
nombreuses tumeurs et étre aussi a I’origine d’une résistance aux traitements anticancéreux
dont I’efficacité repose dans la majorité des cas, sur leur capacité a générer des lésions sur
I’ADN [111].

La réparation par excision de base ou BER est une voie qui implique un certain
nombre d'enzymes, dont l'une est XRCC1 (X-Ray Repair Cross Complementing 1). Un
polymorphisme dans I’exon 10 du géne XRCC1 a montré une association avec la réponse
au traitement, notamment, les dérivés du platine (Cisplatin, Carboplatin and Oxaliplatin).
Ce polymorphisme était un SNP codant pour une arginine ou une glutamine au codon 399
[112]. Dans une étude de 61 patients atteints de cancer colorectal recevant un traitement
avec 5-FU et Oxaliplatine, 73% des patients qui ont répondu avaient le génotype Arg/Arg,
comparé a 66% des non répondeurs, qui avaient soit le génotype homozygote Glu ou
hétérozygotes. La conséquence fonctionnelle de cela est la capacité réduite de réparation
de I'ADN [113].

ERCC1 (Excision Repair Cross-Complementation group 1) a été rapporté pour
avoir plusieurs SNPs associés. Le géne ERCC1 code pour une helicase, qui est essentielle a
la voie de réparation de I'excision nucléotidique (NER). Dans une méta-analyse d’un total
de 22 études incluant 2846 patients atteints de cancer colorectal traité par une
chimiothérapie a I’Oxaliplatine. Le taux de survie a été analysé selon le génotype. Pour le
polymorphisme C118T, les patients homozygotes CC ont montré une meilleure survie par

rapport aux génotypes TT et CT [114].




Etude bibliographique

Un polymorphisme a réecemment été identifié sur le gene Xeroderma pigmentosum
group D (XPD) ou ERCC2 impliqué dans le phénomene NER : une mutation A751C
conduit a une substitution Lys>Glu et a une augmentation de I'efficacité de I'enzyme. Les
variantes homozygotes Glu ont présenté une survie cing fois plus breve que les

homozygotes Lys [115].

D'autres membres du groupe ERCC (ERCC3, 4 et 5) ont été associés a un risque

accru de divers cancers, mais leur réle pharmacogénétique est moins bien documente.

Les polymorphismes dans le géne hMSH2 ont été associés a une sensibilité accrue
aux agents endommageant I'’ADN. Cependant, d'autres geénes de réparation des
mésappariements (MLH1) ont été notés pour conduire a la fois a l'inhibition de la
topoisomérase et a la résistance des agents alkylants. Une étude qui a utilisé des lignées
cellulaires de cancer du sein a démontré que la perte de la fonction MSH2 ou MLH1 a
entrainé une résistance aux inhibiteur de la topoisomérase 11 comme la doxorubicine et
I'épirubicine [116].

Ainsi, la réparation des lésions sur I’ADN s’effectue de fagon direct (sans incision
de ’ADN) par alkylation faisant intervenir une enzyme : la O®-méthyle-guanine-méthyle-
transférase (MGMT) qui s'est avérée influencant la fonction thérapeutique du
temozolomide et améliore la survie du patient. Certaines études ont utilisé le statut de
méthylation MGMT comme outil de stratification [117 - 119].

Dans de nombreuses formes de cancer humain, il a été montré que la MGMT était
sous exprimé. S'il y a une expression accrue de cette enzyme, ceci peut conduire a une
résistance aux agents anticancéreux, tels que Dacarbazine, Temozolomide, Nitrosureas et
Streptozotocin. Dans les gliomes, le statut MGMT prédit une meilleure réponse tumorale a
I'agent alkylant et une survie globale prolongée. Dans une étude impliquant des patients
inopérables, une meilleure réponse tumorale au temozolomide a été observee chez des
patients atteints de glioblastome avec hyperméthylation. Un polymorphisme fonctionnel
(Gly160Arg), observé dans 15% des cas de population Japonaise, a considérablement

réduit l'inactivation par MGMT comparé a l'alléle sauvage [120].
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Patients et méthodes

Dans le cadre de nos travaux sur la pharmacogénetique du cancer du sein, la
stratégie meéthodologique utilisée consiste en une analyse structurale de génes candidats,
basée sur le criblage de leurs séquences codantes. Ces analyses sont éventuellement

complétées par des études de corrélation phénotype/génotype.

Notre recherche est une étude prospective, portant sur 117 sujets. L’échantillonnage
a été recruté au sein du service d’oncologie medicale du Centre Hospitalier Universitaire
Ben Badis de Constantine (CHUC), et la réalisation pratique du travail s’est effectuée au
niveau du laboratoire de recherche de Biologie et de Génétique Moléculaire (Université
Constantine 3) ainsi qu’au niveau du laboratoire de Biologie spécialisé et oncogénétique

située a I’Institut Régionale du Cancer (ICM) de Montpellier, France.
1. Echantillonnage

Le recrutement des sujets a été reéalisé au niveau du service d’oncologie medicale

du CHUC. Des critéres d’exclusion et d’inclusion ont été établis pour cette population.

e Les sujets inclus : sont des femmes ayant un cancer du sein tout &ge confondu, et
bénéficiant d’une chimiothérapie (néo-) adjuvante avec un protocole contenant le 5-
FU (F), le cyclophosphamide (C) et la doxorubicine (A) : FAC ou I’épirubicine (E)
: FEC.

e Les sujets exclus : nous avons écarté tout patient atteint d’un autre cancer et non
traité par un protocole de chimiothérapie FAC / FEC. Les sujets fatigués, difficile a
piquer et/ou qui ont les veines déshydratées ainsi ceux qui ont refusé de signer

notre fiche de consentement.

Un questionnaire comprenant toutes les données nécessaires est établi pour la
population d’étude (Annexe 1). Tous les renseignements nécessaires sont enregistres apres
consultation du dossier médicale et interrogation de la patiente. Toutes les patientes
participant a notre recherche ont fourni un consentement éclairé et signé, explicitant les
implications et les limites de leur participation a I'étude (Annexe 2). Chaque patiente était

suivie au service d’oncologie médicale du CHUC.
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2. Stratégies d’évaluation de la réponse tumorale

Pour évaluer la réponse tumorale de maniere objective, il est nécessaire d'estimer
précisément la masse tumorale initiale & laquelle toutes les évaluations ultérieures seront
comparées. Les mémes méthodes et techniques (cliniques, biologiques et radiologiques) de
mesure doivent étre utilisées lors de chaque évaluation tumorale avant, pendant et apres le
traitement étudié. Seules les réponses décrites et confirmées aprés au moins 4 semaines

seront prises en compte pour définir la réponse globale.

e Criteres de réponse :

Il existe 2 types de critéres de 1’évaluation tumorale : les critéres de I’OMS et les
criteres RECIST (RESPONSE EVALUATION CRITERIA IN SOLID TUMORS) [121]. Les
criteres OMS utilisés depuis 1979, ont été supplantés par le groupe RECIST fondé en 1994
par plusieurs groupes de recherche clinique en cancérologie dont les objectifs sont de
réviser et de modifier les criteres originaux de I’OMS afin de crée de nouveaux critéres dit

de références simplifiés pour évaluer la réponse tumorale dans les tumeurs solides [122].

Dans un premier temps, nous avons retenu les critéres utilisés pour déterminer

objectivement la réponse tumorale sur les Iésions cibles comme suit:

v la réponse compleéte est représentée par la disparition de toutes les Iésions cibles.

v" la réponse partielle indique une diminution d'au moins 30% de la somme des plus
grands diamétres de chaque lésion cible, en prenant pour référence la somme
initiale des plus grands diamétres.

v" la progression tumorale est mentionnée lors de I’augmentation d'au moins 20% de
la somme des plus grands diameétres de chaque lésion cible, en prenant pour
réference la plus petite somme des plus grands diamétres, rapportée depuis le début
du traitement, ou I’apparition d’une ou de plusieurs nouvelles lésions.

v la stabilité tumorale est notée par une diminution tumorale insuffisante pour
définir une réponse partielle et/ou augmentation tumorale inférieure a celle
nécessaire pour définir une progression tumorale, en prenant pour référence la plus

petite somme des plus grands diametres depuis le début du traitement.

Dans un second temps, nous avons inclus dans les criteres précédents pour la

détermination objective de la réponse tumorale sur les autres Iésions mammaires :
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v la réponse compléte est la disparition de toutes les autres Iésions et normalisation

des marqueurs tumoraux.

v" la réponse incompléte/stabilité tumorale est représentée par la persistance d’une

ou de plusieurs autres lésions et/ou la persistance de la valeur du marqueur tumoral

au-dessus des valeurs normales

v la progression tumorale est évoquée lors de 1’apparition d’une ou de plusieurs

nouvelles lésions et/ou progression franche des autres lésions existantes.

La réponse globale se définit comme la réponse tumorale rapportée depuis le début

du traitement jusqu'a la progression, la récidive ou la rechute de la maladie, en prenant

pour référence, pour définir une progression tumorale, la plus petite mesure rapportée

depuis le début du traitement.

Le tableau 4 donne toutes les possibilités de réponse globale en tenant compte de

toutes les combinaisons possibles de réponses tumorales sur les Iésions cibles et les autres

lésions.

Tableau 4 : Détermination de la réponse tumorale globale [122]

Lésions cibles

Autres lésions

Nouvelles lésions

Réponses globales

RC RC Non RC

RC Réponse incomplete/S Non RP

RP Non-P Non RP
S Non-P Non S
P Toute réponse Oui ou non P
Toute réponse P Oui ou non P
Toute réponse Toute réponse Oui P

RC=Réponse compléte; RP=Réponse partielle; S=stabilité tumorale; Non-P=non

progression; P=progression tumorale

3. Etude moléculaire

Différentes techniques relatives a 1’étude moléculaire ont été mise en place: une

extraction de I’ADN, la spectrophotométrie, une technique de polymérisation en chaine

PCR (Polymerase Chain Reaction), une PCR quantitative en temps réel ou HRM (High
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Resolution Melting), une méthode de RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism),

et le séquencage directe.

3.1. Prélevement sanguin
Le prelévement sanguin doit respecter les criteres suivants :

» Le prélévement s’est effectué sur les patientes répondant aux critéres d’inclusions
de notre étude.

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

= Le prélevement est réalisé dans un tube EDTA (Ethylen Diamin tetra acetic Acid)
sous vide.

3.2. Extraction de ’ADN

Il s’agit d’obtenir des acides nucléiques adapté aux tests a pratiquer et dont la
qualité doit étre compatible avec le type d’analyse programmé. L’extraction de I’ADN a
partir d’un prélévement sanguin est une technique permettant d’isoler I’ADN contenu dans

les leucocytes. La méthode d’extraction choisie est une extraction au NaCl & 4M.

Les leucocytes sanguins représentent la source majeure d’ADN. Ils sont séparés
du sang total par une lyse hypotonique et traités ensuite par le Sodium dodécyle sulfate
(SDS) afin de denaturer les lipoprotéines membranaires et les enzymes lysosomiales et
libere ainsi I'ADN tout en préservant sa structure et une protéinase K; La pelote d’ADN est
formée par précipitation avec 1’éthanol glacier. L’ADN est solubilisé en phase aqueuse.
(Annexe 6)

3.3. Estimation qualitative et quantitative d’ADN
» estimation qualitative

La pureté de I'ADN extrait est appréciée en mesurant la densité optique des extraits
a 260 et 280 nm qui correspondent, respectivement, aux longueurs d’onde d’absorption des
acides nucléiques et des protéines, en effectuant le rapport de DO a 260 nm sur la DO a
280 nm.
e Si le rapport DO260/DO280 est compris entre 1.6 et 2 => I’ADN est suffisamment
pur.
e Si le rapport DO260/D0O280 > 2 => I’ ADN est contaminé par les ARN.
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e Sile rapport DO260/D0O280 < 1,6 =>1’ADN est contaminé par les protéines.

L’ADN pur est conservé a -20°C jusqu’a utilisation, et dans le cas de contamination

par des ARN ou par des protéines, une réextraction est nécessaire pour un bon usage.
» estimation quantitative

La densite optique a 260 nm permet de calculer la concentration de I’ADN sachant que :

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

En prenant en considération que I’ADN obtenu est dilu¢ a 1/100, la quantité

obtenue est multipliée par 100 et la concentration est calculée selon la formule suivante :

[ADN] pg / pl = facteur de dilution x DO 260 % 50 pg / pl

Exemple :
Pour un ADN solubilisé dans 1000 ul de 1I’cau distillée ayant une DO260 nm de 0,139 la
concentration est 6,95 ug/ul

Considérant que I’ADN est dilu¢ a 1/100 (10 pl de I’ADN dilué¢ dans 990 pl d’eau
stérile), donc le facteur de dilution est égal au rapport de volume total (1000ul) sur le
volume d’ADN (10ul) soit un facteur de dilution égal a 100.

Donc le résultat portant la concentration finale est de 6,95 x 100 = 695 ug/ul.
4. Choix des genes

Les génes candidats que nous avons pris pour cette étude ont été choisis en fonction
de leur implication dans la résistance a la chimiothérapie a base des trois molécules
utilisées dans le traitement du cancer du sein : le 5-FU (F), le cyclophosphamide (C) et la

doxorubicine (A) ou I’épirubicine (E). (Tableau 5)
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Tableau 5 : Présentation des polymorphismes de 1’étude

Geéne et Le polymorphisme Médicament Fonction du produit
localisation du géne
DPYD*2A (IVS14+1G >A) Enzyme implique dans
rs3918290 la dégradation des
DPYD o )
5-FU pyrimidines et 1’uracile
1p22 _
analogue utilisé en
chimiothérapie, le 5-FU
C677T (p.Ala222Val) Enzyme responsable du
rs1801133 métabolisme du folate
MTHFR &L nécessaire pour la
1p36.3 A1298C (p.Glu429Ala) méthylation de I’ADN
rs1801131 et la synthése des
purines
A313G (p.lle105Val) Enzyme de détoxication
GSTP1 rs1695 _ et de phase Il du
Cyclophosphamide ) _
11913.2 métabolisme des
médicaments
G2677T/IA Transporteur de
ABCB1 (p-Ser893Ala/Thr) drogues; Impliqués
7921.1 rs2032582 Les anthracyclines dans le transport des

C3435T (p. lle1145lle)
rs1045642

agents cytotoxiques

hors de la cellule

5. Analyse moléculaire

Les différentes techniques de génotypage qui

caractérisation des marqueurs génétiques de notre étude sont :

» Une technique de PCR RFLP.

» PCR quantitative en temps reéel.

» Une technique de séquencage directe.

ont été utilisées pour la
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5.1. Génotypage par PCR-RFLP

Pour la mise en évidence des polymorphismes : IVS14+1G>A du gene DYPD,
C677T et le A1298C du géne de la MTHFR et 1105V du gene GSTP1; nous avons

procede a un génotypage par la PCR/RFLP qui s’est déroulé selon les étapes suivantes :

e Une amplification par PCR.

e Un contrdle des produits PCR par une électrophorése sur gel d’agarose

e Une digestion du produit de PCR par I’enzyme de restriction spécifique a chaque
polymorphisme.

e Une migration éléctrophorétique sur gel d’agarose pour la séparation des produits de

digestion.

5.1.1. Amplification par PCR

La réaction de polymérisation du fragment d’ADN cible est réalisé en utilisant les
réactifs suivants : Un kit Biomatik contenant une enzyme de polymérisation la Tag DNA
Polymeérase utilisée a une concentration de 5 U/ul, tampon 10X nommé PCR Reaction
Buffer Mg*? Free et d’un MgCl, utilisé a une concentration stock de 25 Mm. De désoxy-
ribonucléotides triphosphates (ANTP) dont la concentration de la solution stock est de 25
mM pour chaque base. Le mélange réactionnel est complété par 1’ajout des amorces

spécifiques a la séquence d'ADN & amplifier (Tableau 6).

De maniére générale, le déroulement de I'amplification comporte une dénaturation
de 5 min a une température de 94°C a 96°C, cette procédure est communément appelée hot

start et un cycle d’amplification produit trois températures différentes:

» une dénaturation: la premiére étape s’effectue a la méme température de
dénaturation initiale. A cette température, I’ ADN matriciel, qui sert de matrice au
cours de la réplication, est dénaturé : les liaisons hydrogenes ne peuvent pas se
maintenir a une température supérieure a 80°C et les ADN doubles brins se
dénaturent en ADN simples brins.

» une hybridation : la deuxiéme étape s’effectue a une température généralement
comprise entre 50 et 70°C, dite température d’hybridation des amorces. La
diminution de la température permet aux liaisons hydrogene de se reformer et donc

aux brins complémentaires de s’hybrider. Les amorces qui sont de courtes
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séquences monocaténaires complémentaires a la région encadrant la séquence

d’intérét, s’hybrident aux brins d’ADN matriciel.

» une élongation : la troisiéme période s’effectue a une température de 72°C, dite

température d’élongation. A 72°C, la Tagq polymérase se lie aux ADN

monocaténaires amorcés et catalyse la réplication en utilisant les dNTPs.

Les conditions d’amplification sont caractéristiques a chaque gene (Tableau 6).

Parallelement un échantillon sans ADN (blanc) est inclus dans la série a amplifier et sert de

contrble négatif.

Tableau 6: Représentation des différentes amorces spécifique de chaque SNP et leurs

programmes de PCR

Geéne et

polymorphismes

Amorces

Programme de PCR

5’-ATCAGGACATTGTGACATATGTTTC-3’

Dénaturation 5 min a 95°C

DPYD
5’>-CTTGTTTTAGATGTTAAATCACACATA-3’ 35 Cycles : 15 sec a 95°C
1IVS14 + 1 G>A
15 sec a 60°C
rs3918290
25seca 72°C
DPYD*2A ) )
Elongation 8 min a4 72°C
MTHER 5-TGAAGGAGA AGG TGTCTG CGG GA-3’ Dénaturation 5 min a 94°C
5'-AGG ACG GTG CGG TGA GAG TG-3' 30 Cycles : 30 sec a 94°C
p.Ala222Val .
30 sec a 65°C
Coe77T
30seca 72°C
rs1801133 . .
Elongation 10 min a 72°C
MTHER 5’-GGAGTGTGCCCTGACCTCT-3’ Dénaturation 5 min a 95°C
5’-CCACTCCAGCATCACTCAC -3’ 35 Cycles : 30 sec a 95°C
P.Glu429Ala
30 sec a 60°C
A1298C
45seca 72°C
rs1801131 ) )
Elongation 10 min a 72°C
GSTPL 5’- ACCCCAGGGCTC TAT GGG AA -3’ Dénaturation 5 min a 95°C
1105V 5’- TGA GGG CAC AAG AAG CCCCT -3 35 Cycles : 30 sec a 95°C
P 30 sec a 55°C
(c.330A>G) .
30seca72°C
rs1695

Elongation 10 min a 72°C
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5.1.2. Controéle des produits PCR

En amont du dépistage des mutations par RFLP, les fragments cibles sont amplifiés
par PCR. La conformité de la PCR, c'est-a-dire I’amplification spécifique du fragment et
I’absence de contamination, est vérifiée par électrophorése sur gel d’agarose a 2% (2 g
d’agarose dans 100 ml de TBE 1X (Tris Borate EDTA) (Tris base 45 mM, Acide Borique
25 mM, EDTA 12,5 mM, pH 8) additionné de 10 ul du Bromure d’Ethidium (BET). Le gel

est déposé sur une plaque d’une cuve horizontale.

Dans chaque puits du gel, nous déposons 10 pl de produits PCR en présence de 2 ul
du Bleu de Bromophénol (BBP) qui permet de suivre le front de migration. Les fragments
d’ADN chargés néegativement migrent dans un champ électrique et la migration de la
cathode et vers I’anode dépend de leurs tailles. Le systeme est soumis sous un courant de
60 a 100 volts pendant 30 a 45 mn.

Aprés la migration, le gel est soumis au rayon UV et photographié. Les molécules
de BET s’intercalent entre les bases nucléotidiques de ’ADN et émettent une coloration
rouge. Les fragments amplifiés sont visibles sous forme de bandes fluorescentes de méme
taille pour chaque géne (Figure 16). Ce contrdle permet de confirmer la bonne réussite de
I’amplification aussi de vérifier si une éventuelle contamination de I’ADN est survenue

grace au contréle négatif (apparition de bande dans le puits du blanc).

PO P10 -Pi1 B M

Figure 16 : Résultat observé d’un contréle des produits PCR (géne MTHFR : A1298C),
B : le controle négatif, P : patient, M : marqueur de taille (100 pb)

5.1.3. Digestion enzymatique des produits PCR

Les produits PCR sont soumis a une digestion enzymatique par une enzyme de

restriction spécifique pour la détection de chaque polymorphisme.
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La préparation du milieu réactionnel de digestion se fait selon les conditions de

manipulation de chaque enzyme. (Tableau 7)

Tableau 7: Processus de digestion enzymatique pour chaque géne

Géne et Enzyme de Préparation du Conditions d’incubation
polymorphismes restriction mélange réactionnel
DPYD Ndel 18 ul H.0
IVS14+1 G >A Kit Thermo | 2 pl tamponl0X
o >60 min a 37°C
rs3918290 Scientific | 10 ul DNA (pPCR)
DPYD*2A FastDigest™ | 2 ul enzyme
GSTP1 Alw261 17 ul H20
p.1105V (c.330A>G) Kit Thermo | 2 pl 10X Fast Digest Une nuit 8 37°C
rs1695 Scientific | 10 pl DNA (pPCR) Optionnel : 5 min a 65°C
FastDigest™ | 1 pl enzyme
MTHFR Hinfl 17 pl H20
p.Ala222Val Kit Thermo | 2ul tampon10X )
o Une nuit a 37°C
Ce77T Scientific | 10pl DNA (pPCR)
rs1801133 FastDigest™ | 1 pl enzyme
MTHFR Mboll 17 pl H20
P.Glu429Ala Kit Thermo | 2 pul tamponl10X )
o Une nuit a 37°C
A1298C Scientific | 10 pl DNA (pPCR)
rs1801131 FastDigest™ | 1 ul enzyme

5.1.4. Electrophorese des produits de la digestion

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

électrophorese sur gel d’agarose & 3% pour les polymorphismes 1IVS14 + 1 G >A du géene
DPYD, C677T du géne de la MTHFR et 1105V du gene GSTPL. Par contre la séparation
des fragments de digestion pour le polymorphisme A1298C du géne de la MTHFR est faite

sur un gel d’agarose NuSieve 3:1 a 4%.

La migration des fragments d’ADN dépend de leurs tailles : plus le fragment a une

grande taille, moins la migration électrophorétique par rapport au puits d’inclusion est

importante. A I’inverse des fragments de petite taille ont une distance de migration plus
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élevée. Lorsqu’on obtient une nette séparation des différents fragments du marqueur de

taille, le gel est photographié aprés transillumination aux UV.

a. Profils de digestion du gene DPYD :

La taille de I’amplicon était de 198 pb. L’enzyme de restriction Ndel reconnait et
clive la séquence 5°-...CATATG...-3". La présence d’une mutation IVS14+1G>A crée un
site de coupure pour I’enzyme de restriction Ndel (Figure 17). A ce moment il est possible
de définir le génotype de chaque échantillon : Le génotype homozygote sauvage (GG) est
représenté par une seule bande de 181 pb, les homozygotes mutés (AA) avec une bande de
154 pb et les hétérozygotes (GA) sont visualisés par deux bandes de 154 pb et de 181 pb.

175 154bp 27bp
<4——CA TATG CA TATG—p  [VS14+1G>A
17bp 181
<«——CA TATG ® CGTATG —  Sauvage
CATATG 198 bp CGTATG > Produitde PCR
S Exon 14 (165 bp) [ 1 C—

Figure 17 : Profil de restriction par Ndel

Ci-dessous, le profil électrophorétique des résultats obtenus (Figure 18).

!

Figure 18 : Photographie d’un profil de digestion du polymorphisme IVS14 + 1 G >A du

M GA GG GG GG GG GG GG GG GG

181 pb
154pb

géne de la DPYD ; M : un marqueur de poids moléculaire de 100 pb.
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b. Profils de digestion du géne MTHFR
e le polymorphisme C677T

L’enzyme de restriction Hinfl reconnait et clive la séquence 5’-GANTC-3". La
présence d’une mutation C677T crée un site de coupure pour I’enzyme de restriction Hinfl,
le profil électrophorétique (RFLP) est représenté dans la figure 19 pour chacun des
génotypes : le génotype homozygote TT, une bande correspondant a un fragment d'ADN
de 175 pb, le génotype hétérozygote CT avec deux fragments d’ADN de 175 pb et 198 pb
et le génotype homozygote de type sauvage CC donnant une bande de 198 pb.

€E €F €F €€ €T €I CT

Figure 19 : Photographie d’un profil de digestion du polymorphisme C677T du géene de la
MTHFR

e le polymorphisme A1298C

Pour la mise en évidence du polymorphisme A1298C, le produit PCR de taille de
236 pb est digéré par ’enzyme de restriction Mboll qui reconnait et clive la séquence
5°...GAAGA (N)s....3°. La présence d’une cytosine en position 1298 au lieu d’une
adénine abolit un site de restriction pour la Mboll. Nous avons observé le résultat de la
digestion de I’amplicon: Le génotype homozygote sauvage AA donne quatre fragments de
106, 72, 30, et 28 pb, alors que le génotype muté CC donne trois fragments a 136, 72 et 28
pb, le fragment de 136 pb étant la somme des deux fragments 106 et 30 pb comprenant le
site de la mutation. Chez les hétérozygotes AC la digestion donne les fragments de 136,
106, 72, 30 et 28 ph. Cependant, il est a noter que dans les différents profils de migration,
les fragments de 30 et de 28 pb ne seront pas visibles sur le gel.
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Le profil de digestion pour le locus A1298C du gene MTHFR est photographié

(Figure 20).
l

Figure 20 : Photographie d’un profil de digestion du polymorphisme A1298C du géne de

CC AC AC AC AA CC AA M

72pb

la MTHFR ; M : un marqueur de poids moléculaire de 50 pb.
c. Profils de digestion du gene GSTP1 :

Aprées amplification par PCR classique d’un fragment de 1’exon 5 du GSTP1, nous
avons obtenu un amplicon de taille de 176 pb. L’enzyme de restriction Alw261 est
spécifique de la reconnaissance de la séquence 5°...GTCTC(N)s..3’. Elle permet de mettre
en évidence la substitution A313G créant un site de coupure. S’il y a mutation, la digestion
produit deux fragments de 91 et de 85 pb et, par conséquent, on peut faire la différence
avec les sujets homozygotes sauvages qui donnent une bande a 176 pb, tandis que les
hétérozygotes portent trois bandes distinctes de 176, 91 et 85 pb. (Figure 21)

M AA GG AG GG AA AG AG

176 pb

>

91 pb

85 pb

@

Figure 21 : Photographie d’un profil de digestion du polymorphisme A313G du géne
GSTP1. M : un marqueur de poids moléculaire de 50 pb.
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5.2. Génotypage par séquencage

La possibilité d’analyser les deux polymorphismes G2677T/A et C3435T du gene
ABCBLI repose d’une part de la PCR-RFLP et d’autre part du séquencage directe.

La mise en évidence du polymorphisme tri-allélique G2677T/A par PCR RFLP a
nécessité la réalisation de deux réactions différentes a la fois par leurs amorces et leurs
enzymes de restriction, ce qui augmente le co(t et allonge la durée. Aussi nous sommes

nous invertis dans le séquencage directe.

Le séquencage de I'ADN, consiste a déterminer l'ordre d'enchainement des
nucléotides d’un fragment d’ADN donné. Dans un premier temps, le brin d’ADN a
séquencer est amplifi¢, I’amplification s’effectue par une PCR quantitative en temps réel
ou PCR HRM. Cette étape est suivie d’une purification des produits PCR et enfin une PCR

séquence sera réalisé.

Cette demarche a été utilisée pour la mise en évidence des polymorphismes
G2677T/A et C3435T du gene ABCB1. Chacun des deux polymorphismes du gene aura

ces amorces spécifiques encadrant la région d’intérét (Tableau 8)

Tableau 8 : Les amorces spécifiques de chaque polymorphisme du gene ABCB1

Geéne et polymorphismes Amorces

ABCBl1 5’- ATTGCAATAGCAGGAGTTGT-3°
G2677T/A 5-CTGGCTTTGCTACTTTCTGT-3’
p. Ser893Ala/Thr

rs2032582

ABCBl1 5’- ACAATTATGACCTTGTTGGG-3’
C3435T 5S>-TTCTCTTCACTTCTGGGAGA-3’
p. lle11451le

rs1045642

5.2.1. Amplification par PCR quantitative en temps réel

La technologie de la PCR en temps réel est basée sur la détection et la

quantification d’un émetteur fluorescent. L’augmentation du signal fluorescent est
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directement proportionnelle a la quantité d’amplicons générés durant la réaction de PCR
(Bustin SA, 2000). Il existe deux principes généraux pour la détection quantitative des
amplicons : les agents se liant a I’ADN double brin (Double-stranded DNA binding dyes:
Lightcycler assay) comme le SYBR Green et les sondes fluorescentes. Dans notre cas, le

choix a porté sur le SYBR Green.

Durant la dénaturation, le SYBR Green libre exhibe peu de fluorescence. A la
température d’appariement, quelques molécules se lient au double brin d’ADN naissant
résultant en une émission de fluorescence lors de I’excitation. Durant la phase de
polymérisation, de plus en plus de molécules se lient au double brin naissant et

I’accroissement de la fluorescence peut-étre suivi en temps réel (Figure 22).

SYBR Green

L]
SSe
Amorce o
_— [ J
LT TTITIT
3 5
Le SYBR Green libre émet peu @
de fluorescence
@
/
L
% e ®. Dénaturation
— >
>

~————

L’amorce s hybride sur sa
séquence cible @

Amorce hybrdée

Hybridation
SYBR Green mcorporé activé
Accroissement de la fluorescence 5 3 )
ast proprtionnel a Umtégration. 3 | UL BET T T TIIRL 3. Eongation
du SYBR Green o

Figure 22 : Principe de la PCR-HRM (Double-stranded DNA binding dyes: Lightcycler
assay) : méthode du SYBR Green [123]

La réaction de PCR est réalisée dans un volume final de 20 pl, comprenant 10 ng/ul
d’ADN, 200 nM de chaque amorce (eurofins MWG Operon, Ebersberg, Allemagne)
spécifique pour chaque polymorphisme (tableau 07), 3 mM de MgClI> et le master mix a
1X final «LightCycler 480 HRM », contenant le SYBR green, les dNTPs et une Taq
polymerase (Quantitect SYBR Green PCR ; Qiagen). Le programme de PCR comporte 3
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étapes : une étape de dénaturation initiale a 95°C pendant 5 min, suivie par un programme
d’amplification de 45 cycles (20s a 95°C, 20s a 55°C, 30s a 72°C) avec une lecture unique
de la fluorescence de SYBR green en fin de chaque élongation, terminé par un programme
de courbe de fusion : dénaturation a 95°C, renaturation des brins d’ADN par abaissement
progressive de la température a 95°C pendant 5 s, 65°C pendant 30s, 40°C pendant 5 s,
puis dénaturation lente par élévation de la température de 65°C a 95°C a 0,1°C/s, avec une

lecture de la fluorescence en continu.

Les résultats sont analysés par la méthode Fit Point a 1’aide du logiciel LightCycler
480 version 1.3.0.0705. La courbe de fusion, a la fin du programme, permet de veérifier la

spécificité de chaque amplification (Figure 23).

89

8.1

73

6.5

sS.7

49

aa

Fluorescence (530)

33

25

1.7
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o - —

1 2 3 4 5S6 7 8 S1011121314151617 1819202122 232425 2627 282930313233 3435363735 3940414243 444546 47 484950
Cycies

Figure 23 : Représentation de la courbe de fusion
5.2.2. Principe du séquencage

Pour le séquencage, nous avons employé la méthode de Sanger (méthode de
terminaison en chaine par colorant terminateur) sur appareils d'analyse génétique a 16
capillaires 3130XL de la compagnie Applied Biosystems par 1’utilisation de la technologie
Big Dye Terminator® (Applied Biosystems : ABI). Cette technologie utilise un systéme de
transfert d’énergie par résonance (FRET) entre deux fluorochromes fixés sur le méme
ddNTP et reliés entre eux par un linker : un fluorochrome donneur et un fluorochrome

accepteur, ce dernier est difféerent pour chaque type de ddNTP (Figure 24).
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Fluorescéine : fluorochrome donneur

comunun a tous les ANTP . ,
Dichlorerhodamine : fluorochrome

/ accepteur, specifique du ddNTP

- FRET
Laser ‘“x“‘ + »
d"excitation —» Fluorescence émise
e
ddNTP

Figure 24 : Mécanisme de fluorescence par la technique de transfert d’énergie par

résonance.

Le principe fondamental de la méthode de Sanger a été [I'utilisation de
didésoxynucléotides triphosphates (ddNTP) comme terminateurs de chaine d'ADN
(interrupteurs de chaine ou « Terminators » en anglais), ces ddNTP sont les nucléotides de
terminaison de chaine, dépourvu d'un groupe 3'-OH nécessaire pour la formation d'une
liaison phosphodiester entre deux nucléotides au cours de I'élongation des brins d’ADN. En
effet, lorsqu’une ADN polymérase utilise un ddNTP au lieu d’'un dNTP, elle n’est plus
capable de rajouter le moindre nucléotide : L’allongement de la chaine est alors interrompu

et la synthese du brin d’ADN s’arréte.

Les quatre nucléotides passent dans le méme tube capillaire. Chaque ddNTP
(ddATP, ddTTP, ddCTP, ddGTP) est marqué par un fluorochrome différent dont le spectre
d’émission est spécifique. Une analyse spectrale va différencier les fluorochromes, associer
la base correspondante et donc définir la séquence nucléotidique du brin d’ADN initial. Le
brin allongé se termine par incorporation d’un didéoxynucléotide marqué par un
fluorochrome différent selon la base présente (A, T, C ou G). Leur taille est ensuite

déterminée par électrophorese assisté par un ordinateur.
Purification enzymatique du produit de PCR

L'ADN génomique des fragments du gene de chaque individu destines au
séquencage est amplifié par PCR HRM sur microplaques a 96 puits. Avant de pouvoir
séquencer notre amplicon, il est indispensable de purifier les fragments amplifiés en

enlevant les restes des ANTP et d’amorces non incorporées. La purification est faite par la
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méthode AMPure a EXOSap-IT fonctionnant sur le principe de «nettoyage

enzymatique ».

Pour une purification de 3 pl de produit de PCR on ajoute 1.2ul du mélange
enzymatique du kit "ExoSAP-IT " Ref. US77705. Il est soumis au programme DIGEST
qui se déroule comme suit : une phase de digestion 15 min a 37°C suivie d’une inactivation

des enzymes 15 min a 80°C.
5.2.3. Réaction de séquence

Les produits de purification récupérés étaient dilués au 1/10°™ et ainsi des
quantités uniformes des fragments d'’ADN a séquencer étaient soumises a une seconde
réaction de PCR appelée la réaction de séquence (Tableau 9), cette réaction visant

I’incorporation des nucléotides marquées au fluorochrome spécifique a chaque base.

Tableau 9 : Marquage du produit de PCR purifié

Volume Conditions de la PCR
(ul) séquence
Ready Reaction Premix V1.1(2.5X) 0.5 96°C 2 min
BigDye Sequencing Buffer (5X) 1.75 96°C 10 sec
Amorce F ou R (1 uM) 1.5 50°C 5 sec } X25
Eau qsp 8 (4.25) | 60°C 2 min
Template = produit de PCR purifié 2 4°C

Les produits de PCR purifiés étaient ensuite purifiés une seconde fois par un kit Big Dye

Terminator Purification Kit.

5.2.4. Purification des produits de séquencage

e M:¢élanger les billes de Xterminator au vortex jusqu’a obtenir une solution
homogeéne avant de prélever le volume requis.

e Préparer un mélange de purification contenant (pour une purification) : 45 ul de
solution SAM et 10 pl de Xterminator solution

e Dans une microplaque, déposer les 10ul de solution de séquence puis rajouter 55 pl
du mélange de purification/puits. Agiter assez réguliérement la solution de

purification pour avoir une solution homogene.
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e Recouvrir la plaque d’un film adhésif.
e homogenéiser 30 min a 2000 tr/min.

e Les plaques ainsi préparées sont mises dans le séquenceur.

5.2.5. Analyse des séquences

Les produits de sequengage purifiés sont traités par un automate pour une migration
par électrophorese a capillaires. Les données recueillies lors de la résolution de la
migration sont transférées sur un serveur informatique a partir duquel les séquences sont

analysées.

Toutes les séquences réalisées ont été lues a 1’aide de KB™ Basecaller v1.2 du

logiciel SeqScape v2.5.

Les figures 25 et 26 montrent un exemple des profils obtenus des deux
polymorphismes G2677T/A et C3435T, respectivement. Nos séquencages sont supposés

étre de bonne qualité.
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Figure 25 : Profil de séquencage obtenu pour le polymorphisme G2677T/A du géne
ABCBL1 ; A : un homozygote GG, B : un hétérozygote GT, C : un homozygote TT, D : un
hétérozygote GA
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Figure 26 : Profil de séquencage obtenu pour le polymorphisme C3435T du géne ABCB1;

A: un homozygote CC, B : un homozygote TT, C : un hétérozygote CT.

6. Analyse statistique

Avant toute analyse statistique, il est réalisé une évaluation de 1’équilibre de Hardy

Weinberg (Hardy Weinberg Equilibrium : HWE) ou encore appelé équilibre panmictique

pour éviter des erreurs importantes, dues a un biais de génotypage ou de sélection.

Dans ce travail, nous avons effectué une étude statistique d’association entre les

SNP et la réponse au protocole de polychimiothérapie a base de trois molécules (FAC ou
FEC) chez des patientes atteintes de cancer du sein. L’étude statistique est basée sur le test
2 et le calcul de 1’0dds ratio (OR) dans le but de :

- déterminer s’il existe une association significative entre les polymorphismes étudiés et la
réponse au traitement : ceci se fait par la comparaison du nombre de fois ou I’alléle est
observé chez les patients ayant une réponse compléte par rapport au nombre de fois ou il

est présent chez les patients n’ayant pas répondu au traitement.

- estimer ’intensité de cette association par le calcul d’OR




Patients et méthodes

L’analyse statistique réalisée dans le cadre de notre étude, a été principalement
basée sur des comparaisons de fréquences alléliques des génes étudiés entre les patients
répondeurs et les patients non répondeurs a la chimiothérapie. Ces analyses statistiques ont
été réalisées grace a I’utilisation de logiciel Microsoft Excel 2010 (pour le calcul des
fréguences génotypique et alléliques) et par le logiciel Epi-info version 6.0 (Afin d’évaluer
la signification de 1’association entre le taux de réponse au traitement et la présence des

différents SNP de I’étude).

Calcul des fréguences alléliqgues

Fréquence allélique chez les Patient répondeurs

Fr = (nombre des homozygotes répondeurs x 2) + le nombre des hétérozygotes répondeurs

/le nombre total de la population des répondeurs x2
Frequence allélique chez les Patient non répondeurs

Fnr = (nombre des homozygotes non répondeurs x 2) + le nombre des hétérozygotes non

répondeurs /le nombre total de la population non répondeurs x2

Pour calculer I’OR nous avons établi une table de contingence croisé 2X2 (ci-
dessous) , on notera la répartition en patients répondeurs - patient non répondeurs et

porteurs - non porteurs de 1’allele testé.

Patients Patients non Total
répondeurs répondeurs
Présence de facteur présumé de risque a b a+b
Absence de facteur présumé de risque c d c+d
a+c b+d a+b+c+d
L’odds ratio se calcule par :
A FX
o= —
B L&

Une valeur seuil de significativité est fixée a 0.05. Au-dela de ce seuil, la différence
observée est considérée comme étant due au hasard. Le risque relatif ainsi que I’intervalle

de confiance a 95% (IC 95%) ont été aussi calculés.
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1. Caractéristiques clinico-pathologiques de la population étudiée :

Notre étude prospective a porté sur une population de patientes diagnostiquées d’un
cancer de sein sur une période comprise entre 2011 a 2013, la cohorte étudiée comporte
117 patientes, toutes ces patientes ont eu un préléevement initial permettant 1’étude des
polymorphismes prévus, la quasi-totalité (95,5%) des patientes était en bon état général a

au moment de mise en route du protocole chimiothérapeutique.

Les résultats concernant les caractéristiques clinico-pathologiques de ces patientes
présentent les facteurs pronostiques composés de données cliniques, telles que 1’age de la
patiente, les types de cancers : canalaire infiltrant (CCI), lobulaire infiltrant (CCL) et
mucineux (CM), la taille tumorale importante et I’envahissement ganglionnaire regroupés
dans la classification de 1’Union Internationale Contre le Cancer en stade UICC,
auxquelles s’ajoutent le grade histopronostique de Scarff Bloom et Richardson (SBR) et le

statu hormonal. (Tableau 10)

Tableau 10 : Caractéristiques clinico-pathologiques de la population d’étude

Caractéristiques Nombre (%)
Age > 40 83 (70,94)
<40 34 (29,06)
Type histologique CClI 99 (84,62)
CLI 9 (7,69)
Mixte 7 (5,98)
CM 2 (1,71)
Stade UICC A 4 (3,42)
1B 45 (38,46)
A 24 (20,51)
B 29 (24,79)
v 15 (12,82)
Grade SBR I 16 (13,68)
I 52 (44.44)
" 49 (41,88)
Récepteurs cestrogene Négatifs 61 (52,14)
Positifs 56 (47,86)
Récepteurs progestérone Négatifs 61 (52,14)
Positifs 56 (47,86)
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La moyenne d’age de notre échantillon était de 47,40 ans, avec des extrémes entre
28 et 75 ans. El Saghir et al (2007),ont repris la totalité des recherches faites entre les
années 1990 et 2000 dans les pays arabes, constatant que 1’Age médian dans la majorité de
ces pays était inférieur ou égal a 50 ans [124]. Ainsi, dans une autre méta-analyse publiée
par Najjar et Easson en 2010 a partir de 28 articles consacrés au cancer du sein dans le
monde arabe incluant Arabie saoudite, Bahrain, Qatar, Koweit, Emirats, Oman, Yémen,
Irag, Syrie, Jordanie, Liban, Egypte, Lybie, Algérie, Tunisie, Maroc et Soudan, montre

qu’au moment du diagnostic, 1’age médian était de 45,40 ans [125].

Dans notre étude, 70,94 % des patientes étaient d’un age > 40 ans. L'incidence du
cancer du sein augmente rapidement avec I'dge pendant les années de reproduction, puis
ralentit sensiblement aprés 50 ans, I'dge moyen a la ménopause [126]. En effet, les femmes
agées de 40 ans sont en période préménopausique et commencent a avoir des cycles
anovulatoires ou des cycles au cours desquels il y a ovulation, sans que celle-ci
s’accompagne pour autant d’une production adéquate de progestérone; les cestrogenes ne

sont pas alors contrebalancés. L’action est prépondérante dans la cancérogénése du sein.

Selon la littérature, le cancer du sein se développe le plus souvent autour de 55 ans.
Prés de 50% des cancers du sein sont diagnostiqués entre 50 et 69 ans et environ 28% sont
diagnostiqués apres 69 ans. Le risque de cancer du sein chez les jeunes femmes est peu
élevé, environ 10 % des cas de cancer du sein se manifestent chez les femmes agées de

moins de 35 ans et prés de 20% avant 50 ans. [127]

La prédominance du CCI est retrouvée a 84,62 % dans notre population
d’étude. Les CLI a 7,96 %. Burstein et al (2004) montrent 80 % des cas dans son
échantillon présentaient un CCI. Le CLI représente 5 a 15 % de l'ensemble des types

histologiques de cancers du sein, ces types peuvent étre plus ou moins différencies. [128]

Dans notre échantillon, 12,82 % de la population ont un site métastatique unique, le
reste demeure confiné au sein (Tableau 10). Le protocole thérapeutique mis en place, pour
chaque patiente, dépend du stade de la pathologie. Ainsi, dans la majorité des cas, il
s’agissait de premiere ligne de traitement (84,62%), les autres patientes ont bénéficié d’une

chimiothérapie palliative ou adjuvante.
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L’objectif immédiat de la chimiothérapie primaire est le rétrécissement de la
tumeur et le bénéfice du traitement conservateur chez les patientes, qui sont par ailleurs
candidates a la chirurgie mutilante. D’autre part, un autre aspect important dans
I'évaluation de la valeur de cette stratégie est d’évité le risque de rechutes locales. [129]

Cependant, ces traitements vont tenir compte du statut hormonal : Les récepteurs
hormonaux et le statut HER2 sont les facteurs prédictifs les plus pertinents pour le choix de
la modalité de traitement, puisque les tumeurs, ayant une expression diminuée ou un degré
élevé d'expression de récepteurs hormonaux, sont considérées comme répondeurs
endocriniens et peuvent recevoir, seulement, une hormonothérapie ou une combinaison

d’hormonothérapie et de chimiothérapie. [130]

Pour chaque individu, le choix de la thérapie adjuvante doit tenir compte des
avantages potentiels, des effets secondaires possibles et des préférences des patientes. La

prise de décision est développée pour aider la communication médecin-patient.

La chirurgie conservatrice (tumorectomie) est préconisée comme traitement

standard du cancer du sein au stade précoce.

La chimiothérapie en préopératoire (néoadjuvante) est dédiée aux patientes atteintes
de cancers du sein inflammatoires ou inopérables. Son utilisation s'est étendue aux
patientes atteintes de cancers opérables mais localement avancés. Le traitement
néoadjuvant est indiqué pour le cancer du sein localement avancé (stades IlIA-B) vy
compris le cancer du sein inflammatoire et pour les grandes tumeurs opérables pour réduire
la taille de la tumeur afin d’exécuter la chirurgie. Un des avantages de l'utilisation de la
chimiothérapie avant la chirurgie est qu’environ un quart des patientes ont démontré la

possibilité de conserver leur sein. [131]

La chimiothérapie adjuvante joue un r6le important dans la prise en charge des
patientes atteintes de cancer du sein, surtout lorsque le risque de récidive apres thérapie
locale est estimé supérieur a 10% sur 10 ans. Les essais cliniques effectués au cours des 20
derniéres années, ont montré que la chimiothérapie adjuvante réduit significativement le

risque de recidive et prolonge la survie globale. [132]

Les protocoles utilisés pour les patientes inclus dans notre étude combinent le 5-FU
(F), le cyclophosphamide (C) et la doxorubicine (A) : FAC ou I’épirubicine (E) : FEC.
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Ces protocoles sont les plus souvent utilisés en premiére ligne chimiothérapeutique.
La réponse objective au traitement est d’environ 49% (Figure 27), ce qui correspond aux

données habituellement rapportées avec ce type de protocole. [133]

BRC mRP mS mP

RC: Réponse Compléte; RP: Réponse Partielle; S: Stabilité; P: Progression

Figure 27 : Représentation des taux de réponse observé dans la population d’étude

L’association de plusieurs molécules dans un protocole de chimiothérapie
représente le pilier du traitement dans le cancer de sein. Elle peut étre responsable d’une
augmentation du taux de réponse, ainsi que d’une augmentation de la survie des patientes.
De ce fait il a été montré que l'association FAC ou FEC induit des pourcentages €levés de

réponses objectives durables chez des populations avec le cancer du sein. [134, 135]

Dans le cas de la résistance dans les carcinomes mammaires, 1I’échec du protocole
FAC/FEC peut étre lié a un échappement des cellules cancéreuses en inhibant le systeme

immunitaire. [136]
2. Résultats moléculaires

Dans cette étude nous nous sommes intéressés a étudier les polymorphismes
géneétiques lies a la variabilité de la réponse a un méme traitement, le plus fréeqguemment
administré a des patientes atteintes de cancer du sein. Nous avons sélectionné les
polymorphismes a étudier parmi des genes décrits dans différentes études supposés avoir
un impact important dans 1’apparition des résistances. Dans ce contexte, nous décrivons les
variantes génétiques dans les genes DPYD, MTHFR, GSTP1 et ABCB1, impliqués dans le
métabolisme et le transport associés de molécules composantes de chimiothérapie FAC ou

FEC, et qui pourrait étre prédictifs de la réponse de ces médicaments. [137, 138]
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A partir des résultats ainsi obtenu, les fréquences génotypiques et alléliques ont été
calculées, dans un premier temps, sur la population total et sur les deux populations voir

répondeurs et non répondeurs, dans un second temps.
2.1. Analyse RFLP :

La recherche des polymorphismes : IVS14+1G>A du géne DPYD, C677T et
A1298C du géne de la MTHFR et 1105V du géne GSTPI s’est effectué par une PCR-
RFLP.

a. Le polymorphisme IVS14+1G>A du gene DPYD

Les résultats du genotypage du polymorphisme 1VS14+1G>A du géne DPYD sont

résumés au tableau 11.

Tableau 11 : Résultats de génotypage du polymorphisme IVS14 + 1 G >A du géne de la
DPYD (N=117)

Gene et polymorphisme | Génotypes Nombre (%) Fréquences
alléliques
DPYD:IVS14 +1 G >A | GG 113 (96,58) F(G)=0,98
(rs3918290) GA 4 (3,42)
AA 0 (0) F(A) =0,02

Selon nos résultats, des mutations ont été retrouvées chez 4 patientes a 1’état
hétérozygotes, aucun homozygote muté n’a été observé, la fréquence de I’alléle muté du
gene de la DPYD était de 0,02%. Le polymorphisme 1VS14+1G>A du gene DPYD a fait
I'objet d'études approfondies dans de nombreux groupes géographiquement, racialement et

ethniquement différents.

En commencant par 1’étude sur une population tunisienne ayant pour objectif de
déterminer les variations génétiques touchant le géne de la DPYD. Aucun alléle
DPYD*2A na été observé (IVS 14+1G>A) [139], par ailleurs, aucune mutation n'est
observée dans des études sur des populations Britanniques, Taiwanaise, Japonaise,

Egyptiennes et Afro-Américainnes. Alors que la fréquence de cette mutation est de 2,2%,
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1,2% et 0,91% respectivement dans les populations Finlandaise, Néerlandaise et
Allemande. Il semble que cette mutation soit représentative des populations nord-

européennes. [140]
b. Les polymorphismes C677T et A1298C du géne de la MTHFR

Nous avons opté pour 1’étude de deux polymorphismes C677T et A1298C du gene
MTHFR qui sont incriminés dans de nombreuses pathologies et pouvant éventuellement
montré une implication dans la réponse aux chimiothérapies anticancéreuses. Les résultats

de génotypage sont représentés dans le tableau 12

Tableau 12 : Résultats de génotypage des polymorphismes C677T et A1298C du
géne de la MTHFR (N=117)

Gene et polymorphisme | Génotypes Nombre (%) Fréquences
alléliques

MTHFR : C677T cC 49 (41,88) F(C) = 0.65
(rs1801133) CT 53 (45,29)

TT 15 (12,83) F(T)=0.35
MTHFR : A1298C AA 69 (58,97) F(A) = 0,74
(rs1801131) AC 36 (30,77)

cC 12 (10,26) F(C) = 0,26

La répartition des génotypes dans notre population est corrélée aux données
rapportées habituellement dans la littérature. Pour les fréquences alléliques du gene de la
MTHFR décrites sont, 33.3% et 28.2% pour le 677T et 1298C respectivement,
statistiquement égaux a ce que nous avons observé (F(T) = 35% et F(C) =26%). [141]

Il a été montré que l'alléle 677T et les fréquences des génotypes 677TT suit un
gradient géographique décroissant dans le sens sud-nord : les Indiens avec 10.08% [142] et
12 groupes minoritaires Chinois avec 45.2% [143]. Globalement, l'alléle 677T est plus
élevé en Europe avec une fréquence allant de 24,1 a 64,3%, suivie par I'Amérique du Nord
(6-64,3%), I'Asie de I'Est (2-55%), I'Amérique du Sud (2-48,7%), Asie (2,5-45%), Afrique
(0-35,5%), Sibérie (8-31,5%) et Océanie (2,9-28,6%). [144]
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Contrairement au premier polymorphisme de la MTHFR, le polymorphisme
A1298C n’a pas été beaucoup prospecté. Les données récentes rapportent que 1’alléle muté
est retrouve avec un intervalle allant de 13 & 32.3% chez les Africains ce qui concorde avec
notre résultat. Globalement, l'alléle C a été observé a haute fréquence en Asie de I'Est
allant de 18 a 70%, suivi de I'Asie (17-44,6%), I'Europe (24-40%), la Sibérie (38%),
Ameérique du Sud (0-15%) et Amérique du Nord (14,7%). [142]

c. Le polymorphisme A313G du gene GSTP1

Concernant le polymorphisme A313G du géne GSTP1, les résultats de fréquences
génotypique et alléliques obtenus pour notre échantillon sont récapitulés dans le tableau
13.

Tableau 13 : Résultats de génotypage du polymorphisme A313G de la GSTP1 (N=117)

Gene et polymorphisme | Génotypes Nombre (%) Fréquences
alléliques
GSTP1:A313G (1105V) | AA 54 (46,15) F(A) = 0,66
(rs1695) AG 46 (39,32)
GG 17 (14,53) F(G) = 0,34

Il est a remarquer que pour l’alléle muté G, dans la population tunisienne est

exactement conforme a celle de notre étude (F(G) = 0,34). [145]

La fréquence de I’alléle muté est faible par rapport aux fréquences signalées pour
des pays Africains. La fréquence de I’allele G de I'I105V du geéne de la GSTP1 au
Cameroun, au Gambie et au Ghana était de (0,46), (0,53) et (0,50), respectivement. Le

méme qu’au Bénin, Burkina Faso et au Gabon. [146]

Les données montrent qu’il existe des différences ethniques distinctes en rapport
avec la fréquence du polymorphisme 1105V du géne de la GSTP1. La fréquence de l'allele
muté était de 0,14-0,53 chez les Africains, de 0,23-0,37 chez les Caucasiens, de 0,08-0,33
chez les Asiatiques et de 0,16-0,41 chez les Indo. [147]
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Ainsi, 1’alléle muté est moins fréquent chez les Asiatiques que chez les Caucasiens
[148]. Une absence complete du génotype mutant homozygote a également été rapportée
dans une des études au Japon [149]. Une observation menée par une autre étude concernant
la distribution des génotypes 1105V de GSTP1 révele qu'elle varie significativement dans

les populations Asiatiques, mais moins chez les Africains, I’Européens et les Indos. [150]

2.2. Analyse par sequencage des polymorphismes G2677T/A et C3435T du géne
ABCBl1

Le séquencage direct a permis la mise en évidence des deux polymorphismes
G2677T/A et C3435T du géene ABCBL1. Cette méthode permet une meilleure résolution.

Le tableau 14 résume les résultats du génotypage de ces deux polymorphismes.

Tableau 14 : Résultats du génotypage des polymorphismes G2677T/A et C3435T du gene
ABCB1 (N = 117)

Gene et polymorphisme | Génotypes Nombre (%) Fréquences
alléliques

ABCBL1 : G2677T/A GG 67 (57,27) F(G) =0,77
(rs2032582) GT 45 (38,46)

TT 3 (2,56) F(T) =0,22

GA 2 (1,71)

AA 0 (0) F(A) =0,01
ABCBL : C3435T CC 56 (47,86) F(C)=0,51
(rs1045642) CT 8 (6,84)

TT 53 (45,30) F(T) =0,49

Il ressort de ces fréquences une nette une prédominance de 1’all¢le sauvage dans le
polymorphisme G2677T/A.

Le génotype 2677GG est supérieur a 81% dans les populations africaines, contre
10-32% chez les Indiens d’Amérique, les Mexicains, les Italiens, les Asiatiques et les
Caucasiens. Selon dbSNP, l'allele 2677A est relativement rare, allant de 0 a 17% dans
différentes populations ethniques. [151]
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Les fréquences alléliqgues du polymorphisme C3435T sont équivalentes. La
distribution du polymorphisme C3435T est fortement influencée par l'ethnie. Le
polymorphisme C3435T présente des différences de fréquence des alleles interethniques
plus importantes, l'allele 3435C se situant entre 34 et 90% a travers les populations. La
fréquence des homozygotes CC est tres elevée parmi la population africaine. Dans la
littérature, Les populations Ghanéennes, Kenyanes, Afro-Américaines et Soudanaises
étudiées ont des fréquences de 83%, 83%, 84% et 73%, respectivement, pour I'alléle C. Les
populations, Britannique, Portugaise, Sud-asiatique, Chinoise et Saoudienne ont des
fréquences plus basses de l'allele C comparativement au groupe africain, respectivement
48%, 43%, 34%, 53% et 55%. [152]

Le tableau 15 illustre en partie la différence de fréquences des polymorphismes
G2677T/A et C3435T du gene ABCBL1 chez differentes populations.

Tableau 15 : Fréquences génotypiques des deux polymorphismes d’ABCBI1 en fonction

des populations. [153]

rs2032582 G2677TW GG GW wWw
Asiatique 21% 60% 19%
Euro Caucasienne 31% 50% 19%
Afro Américaine 72% 22% 2%
Hispanique 31% 53% 16%

rs1045642 C3435T CcC CT TT
Asiatique 31% 51% 18%
Euro Caucasienne 22% 50% 28%
Afro Américaine 62% 34% 4%
Hispanique 30% 49% 21%

2.3. Corrélations Réponses / Génotypes

Les patientes inclus dans notre série d’étude ont recu une chimiothérapie combinée
de type FAC ou FEC toutes les 3 semaines (3 a 9 cures). L'évaluation clinique du
traitement a été réalisée en utilisant la directive RECIST (version 1.1) [122]. La réponse

clinique a éte évaluée par un examen physique en utilisant un étalon avant chaque cycle de
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traitement. Les patientes preésentant une RC ont été classées comme répondeurs alors que

les patientes avec RP, S et P sont considérées comme non répondeurs. (Figure 27)
a. Corrélation réponse/polymorphisme 1VS14 + 1G >A (rs3918290) de la DPYD

Le géne DPYD codant pour la DPD est localisé sur le chromosome 1 en position
1p22 et comprend 23 exons. A ce jour, plus de 30 polymorphismes génétiques dans le géne
DPYD ont été rapportés. Parmi ces variants, 20 sont associés & une diminution de I’activité
de la DPD. La variante DPYD*2A est la plus étudiée elle est également appelée DPYD:
IVS14+1G> A, ¢.1905 + 1G> A, ou rs3918290. Il s'agit d'un polymorphisme d'un seul
nucléotide a la limite intronique de l'exon 14, qui conduit & un défaut d'épissage,
aboutissant a de I’excision de I'exon entier, par conséquent il en résulte une protéine non
fonctionnelle. [154]

La corrélation du génotype 1VS14 + 1G> A et la population répondeurs / non

répondeurs est consignée dans le tableau 16.

Tableau 16 : Association entre le polymorphisme 1VS14 + 1G >A (rs3918290) de

la DPYD et la réponse clinique a la chimiothérapie

IVS14 + 1G >A | Répondeurs  Non répondeurs OR p value
(rs3918290)
Génotype n % n %
GG 53 92,98 60 100 - -
GA 4 7,02 0 0 0,00 (0.00-1,43)
AA 0 0 0 0 - -
TOTAL 57 100 60 100 - -
Alléle G 110 96,49 120 100 - -
Allele A 4 3,51 0 0 0,00 (0.00-1,44)

Les données de la littérature relatent que cette mutation a un effet delétere chez les
patients présentant un cancer du sein et traité par les antimétabolites de type
fluoropyromidine. Une faible activité de la DPD entraine une diminution du catabolisme
du 5-FU avec pour corollaire une augmentation de ses métabolites actifs et un risque de
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toxicité sévere au 5-FU qui peut étre létale. Une diminution d’activité de la DPD est
retrouvée selon les études dans 40 a 60 % des cas de toxicité sévere au 5-FU. L'activité
DPD in vitro dans les cellules tumorales était significativement liée a la sensibilité 5-FU;
Plus l'activité enzymatique est faible, plus la cytotoxicité est grande. Seuls 1 a 3% de la
dose de 5-FU administrée s’est convertie en métabolites cytotoxiques, avec environ 80%

de la dose administrée dégradee ou excrétée dans l'urine. [155 - 157]

L’enzyme DPD est la premiére étape dans la voie catabolique qui convertie le 5-FU
en dihydrofluorouracile. Ce dernier est ensuite converti en fluoro-B-uréidopropionate et
fluoro-B-alanine, qui sont ensuite excrétes dans I'urine
(http://www.pharmgkb.org/pathway/PA150653776).

Le génotype homozygote GG de méme que les hétérozygotes GA, confére le
phénotype sauvage c’est-a-dire une protéine DPD active sur la pharmacocinétique des
anticancéreux, ce qui ressort de notre corrélation génotype — réponse (tableau 16). Dans
notre population I’absence du génotype muté AA ne nous permet pas de tirer de

conclusion.

Ainsi, Les homozygotes mutés pour le polymorphisme rs3918290 sont considérés
comme déficients en DPD. Les hétérozygotes ont une activité DPD intermédiaire ou
partielle (~50% de I’activité normale) et ceux qui n'ont aucun alléle muté sont susceptibles
d'avoir une activité normale [158]. Offer et al (2014), ont mesuré la sensibilité relative au
5-FU des cellules exprimant les variations du géne DPYD et ont confirmé que DPYD*2A
est catalytiqguement inactif. [159]

Cependant, le role de l'activité tumorale DPD a récemment été évalué dans le
contexte clinique. Pour les patients atteints de cancer de la téte et du cou, l'activité DPD
était détectable dans tous les échantillons de tumeurs, cette activité n'a pas été influencée
par le stade de la tumeur. Les patients ayant une réponse compléte a la chimiothérapie a
base du 5-FU ont présenté des activités de DPD tumorales inférieures par rapport a des

patients partiels ou non-répondants. [160]

D’autre part, les fluoropyrimidines sont surtout utilisées en combinaison avec

divers autres médicaments antinéoplasiques. Les schemas thérapeutiques peuvent
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également influer sur I'importance de l'activité du DPD et sur le risque de toxicité. Il peut y

avoir d'autres facteurs moins courants qui affectent le risque de toxicité. [161]

b. Corrélation reponse/polymorphisme C677T (rs1801133) et A1298C
(rs1801131) de la MTHFR

La MTHFR est une enzyme clé dans la régulation des taux de folate intracellulaire,
qui intervient dans la conversion irréversible du 5,10-MTHF en 5-MTHF. Des études
expérimentales et cliniques ont démontré que I'équilibre du 5,10-MTHF et du 5-MTHF est
un facteur crucial de la cytotoxicité induite par le 5-FU [162, 163]

Le gene MTHFR présente des polymorphismes parmi lesquels, les plus communs,
677C> T et 1298A> C qui modifient l'activité enzymatique de la MTHFR et
éventuellement la sensibilité de 5-FU. In vitro ; il a été démontré que le polymorphisme
C677T est lié a une diminution de Il'activité enzymatique de la MTHFR jusqu’a 70% chez
les individus homozygotes TT et de 40% chez les hétérozygotes. Ainsi, le variant A1298C
résulte en un abaissement modéré de I’activité de la MTHFR (60%). [164]

Les variants MTHFR mutés peuvent théoriquement favoriser une augmentation des
concentrations intracellulaires de 5,10-MTHF en raison de la diminution de D’activité
enzymatique. Par consequent, les tumeurs présentant des variantes de MTHFR déficients
(677T ou 1298C) peuvent étre plus sensibles a la cytotoxicité du 5-FU. [165]

Plusieurs études, dont la majorité ont été menées sur des patients atteints de cancer
du c6lon, ont tenté de clarifier le rdle prédictif possible de ces deux SNP de la MTHFR sur
I'activité des fluoropyrimidines et les résultats cliniques ont montré des résultats
contradictoires. [166 - 169]

Nos résultats révelent que la présence de I’allele muté T a 1’état homozygote ou
héterozygotes est corrélée a la non réponse au 5-FU (Tableau 17). Par ailleurs, suite a notre
enquéte aupres des patientes et au vu de donnee les concernant, les patientes portant le
génotype homozygote TT ou hétérozygote CT du polymorphisme C677T du gene de la

MTHFR ont montré un état de récidive.
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Tableau 17 : Association entre le polymorphisme C677T (rs1801133) de la MTHFR et la

réponse clinique a la chimiothérapie.

Ce77T Répondeurs Non répondeurs OR p value
(rs1801133)
Génotype n % n %
CcC 31 51,38 18 30 - -
CT 22 38,60 31 51,67 2,43(1,02-5,84) 0,02
TT 4 7,02 11 18,33 4,74(1,15-21,03) 0.01
TOTAL 57 100 60 100 - -
Alléle C 84 73,68 67 55,83 - -
Allele T 30 26,32 53 44,17 2,21(1,23-3,99) 0,004

Conformément a nos données, plusieurs équipes ont remarqué un effet positif de
l'alléle T [170, 171]. Nos résultats sont aussi concordent avec les résultats in vitro qui
suggerent que les patients avec le génotype TT auraient une activit¢ MTHFR réduite par
rapport & ceux des genotypes CC et CT, diminuant l'activité antitumorale des
fluoropyrimidines.

Cependant, certaines études ont montré un effet négatif sur la réponse ou la survie
en relation avec l'alléle 677T [172, 173]. D’autres n’ont observé aucune influence du
variant 677T. [174, 175]

Concernant le polymorphisme A1298C du gene de la MTHFR, nous n’avons pas
remarqué une différence significative de la réponse au traitement chimiothérapeutique pour
les génotypes mutés et sauvages du polymorphisme A1298C. Ce polymorphisme serait

sans effet sur I’évolution tumorale (Tableau 18).
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Tableau 18 : Association entre le polymorphisme A1298C (rs1801131) de la MTHFR et la

réponse clinique a la chimiothérapie

A1298C Répondeurs Non répondeurs OR p value
(rs1801131)
Génotype n % n %
AA 36 36,16 33 55 - -
AC 16 28,07 20 33,33 1,09 (0,45-2,64) 0,83
CC 5 8,77 7 11,67 1,53 (0,38-6,25) 0,50
TOTAL 57 100 60 100 - -
Allele A 88 77,19 86 71,67 - -
Alléle C 26 22,81 34 28,33 1,34 (0,71-2,52) 0,33

Bien que, peu de travaux aient été realisé avec la variant A1298C. In vitro, une
étude expérimentale, sur des lignées cellulaires de cancer du sein et du cancer du c6lon de
diverses origines, a rapporté une plus grande efficacité du 5-FU dans les lignées cellulaires

homozygotes pour le variant 1298C, comparé aux cellules homozygote 1298A. [176]

Quoique les résultats des études in vitro et les résultats des études cliniques ne
peuvent pas étre directement comparés. Une explication possible de ces divergences peut
étre due a la disponibilité dans les cellules de 5,10-MTHF, qui dépend non seulement du
génotype de la MTHFR, mais aussi d'autres cofacteurs, tels que l'apport alimentaire en
folate. [177]

c. Corrélation réponse/polymorphisme A313G (rs1695) du géne GSTP1

Les genes GSTP1 appartiennent a la famille GST et codent pour les protéines
détoxification de phase Il de nombreux xénobiotiques, y compris les agents
chimiothérapeutiques utilisés dans le traitement du cancer du sein comme le
cyclophosphamide et les anthracyclines. Il existe des polymorphismes fonctionnels
fréquents des genes codant pour la GSTP1: la substitution A313G résultant en une
modification d'acides aminés lle en Val au codon 105 qui est associée a une activité
catalytique spécifique des substrats inférieurs et a une stabilité thermique plus faible. [178 -
179]
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Nos expériences montrent que le nombre de répondeurs est égale au nombre de non
répondeurs quelque soit le génotype de la patiente (Tableau 19). Nous pouvons dire, vu le
nombre de non répondeurs, I’influence entre ce polymorphisme, dans sa totalité, et la
réponse en faveur de la combinaison des trois molécules anticancéreuses (F, A/E, C) dans

le cancer du sein est négative.

Tableau 19 : Association entre le polymorphisme A313G (rs1695) de la GSTP1 et la

réponse clinique a la chimiothérapie

A313G Répondeurs Non répondeurs OR p value
(rs1695)
Génotype n % n %
AA 26 51,61 28 46,67 - -
AG 23 40,35 23 38,33 0,93 (0,39-2,20) 0,83
GG 8 14,04 9 15 1,04(0,31-3,56) 0,93
TOTAL 57 100 60 100 - -
Alléle A 75 65,79 79 65,83 - -
Allele G 39 34,21 41 34,17 1,00 (0,56-1,78) 0,99

Des études ont montré que le statut de la GSTP1 est impliqué dans la réponse a la
chimiothérapie dans divers cancers. lls ont montré que les individus porteurs de 1’all¢le
muté G sont défectueux pour I’activité de détoxification des métabolites des médicaments
utilisés pour traiter le cancer colorectal, le cancer de la vessie, I'ostéosarcome et le cancer
du sein [180 - 182]

Les génotypes a activité réduite (105Val) subiront une dose efficace plus élevée
d'agents chimiothérapeutiques, entrainant une survie améliorée, probablement en raison
d'une meilleure réponse a la chimiothérapie [183]. Cependant, une survie plus courte chez
les patients ayant une capacité réduite pour la détoxification médiée par la GSTP1 pourrait

s'expliquer par une toxicité plus sévére pour la thérapie. [184, 185]

Quelques recherches ont été menées chez les patients chinois de cancer du sein;
d’autres sur des populations des pays occidentaux qui ont étudiés I'association des GSTP1
a la réponse chimiothérapeutique et a la survie du cancer du sein, mais les résultats sont
contradictoires. [186 - 189]
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d. Corrélation réponse/polymorphisme G2677T/A (rs2032582) et C3435T
(rs1045642) du géne ABCBL1

La Glycoprotéine P (Pgp), codant par le gene ABCBL1 appelé encore MDR1, a été
abondamment étudiée au cours de ces dernieres années. Les transporteurs ABC ouvrent un
champ d’investigation important dans le domaine de la pharmacocinétique des
anticancéreux en particulier les anthracyclines, et dans la compréhension des mécanismes

de chimiorésistance en cancérologie. [190]

Il s'agit d'un transporteur capable d'expulser de nombreux médicaments
anticancéreux. La variation génétique dans le gene ABCBL1 est connue pour altérer la
stabilité de 'ARNmM ou l'activité d'épissage. [191, 192]

Les trois polymorphismes de type SNP, les plus courants dans la région codante
pour la protéine de ABCBI1, sont 1236C>T (rs1128503), 3435C>T (rs1045642) et
2677G>T/A (rs2032582), situés, respectivement, au niveau des exons 12, 21 et 26. lls se
produisent & des fréquences alléliques élevées et créent un haplotype commun. Par
consequent, ils ont été les plus largement étudiés comme étant associés a la réponse des

anticancéreux. [193, 194]

Dans la prolongation de notre recherche, nous rapportons 1’effet de deux
polymorphismes 3435C>T (rs1045642) et 2677G>T/A (rs2032582) sur I’efficacité de la

chimiothérapie avec un protocole combiné sur nos patientes.

Nos résultats ne sont pas concluants, aucun lien entre la réponse tumorale et les

polymorphismes étudiés d’ABCB1 n’est mis en évidence (Tableaux 20 et 21).
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Tableau 20 : Association entre le polymorphisme G2677T/A (rs2032582) du gene

ABCBL et la réponse clinique a la chimiothérapie.

G2677T/A Répondeurs Non répondeurs OR p value
(rs2032582)
Génotype n % n %
GG 30 52,64 37 61,67 - -
GT 25 43,86 20 33,33 0,65 (0,28-1,49) 0,26
TT 1 1,75 2 3,33 1,62 (0,11-47,63) 0,69
GA 1 1,75 1 1,67 0,81(0,02-31,22) 0,88
AA 0 0 0 0 - -
TOTAL 57 100 60 100 - -
Allele G 86 75,44 95 79,17 - -
Allele T 27 23,68 24 20 0,80 (0,41-1,57) 0,49
Alléle A 1 0,88 1 0,83 0,91 (0,02-33,68) 0,94

Le polymorphisme 2677G>T/A entraine un changement de Ser en Ala ou en Thr a
la position 893 de la protéine, mais I'effet de ces changements sur la fonction de la protéine

est incertain. [195]

L'influence des SNP de P-glycoprotéine (Pgp) sur la réponse des patients a été
étudiée de maniére plus approfondie dans le cancer de I'ovaire, ou Marsh et ses collegues
(2007) ont évalue 27 polymorphismes de 16 genes impliqués dans les voies des taxanes et
de platine, y compris le ABCBL1 chez 914 patientes. Aucune association significative n'a
été observée avec le genotype 2677G>T/A du gene ABCBL et la réponse, la toxicite ou la

survie sans progression. [196]

Les implications cliniques de ce polymorphisme restent controversées. Des
chercheurs ont prétendu que l'allele mutant 2677T est un prédicteur positif de neurotoxicité
induite par un médicament, du fait que la capacité diminué de Pgp a empécher
I'accumulation du médicament dans le systéme nerveux central [197]. En revanche, cet
allele mutant a également été associé a une incidence plus faible d'effets indésirables de
médicament [198]. Dans une étude incluant 230 patientes ayant un cancer du sein et

traitées par une chimiothérapie AC, les alléles sauvages du variant 2677G>T/A ont été
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associes a la reponse au traitement. Les porteurs de I'allele 2677A ont montré un temps de
progression et de survie significativement plus court dans la population de I'étude par

comparaison aux homozygotes de type sauvage GG. [199]

Tableau 21 : Association entre le polymorphisme C3435T (rs1045642) de géne ABCBL et
la réponse clinique a la chimiothérapie.

C3435T Répondeurs Non répondeurs OR p value
(rs1045642)
Génotype n % n %
CcC 26 45,62 30 50 - -
CT 3 5,26 5 8,33 1,44(0,26-8,59) 0,63
TT 28 49,12 25 41,67 0,77(0,34-1,76) 0,50
TOTAL 57 100 60 100 - -
Alléle C 55 48,25 65 54,67 - -
Allele T 59 51,75 55 45,83 0,79 (0,46-1,36) 0,36

Concernant le polymorphisme C3435T du gene ABCB1 (Tableau 21), notre résultat
est en accord avec une étude mené sur des patientes atteintes de cancer du sein et traités
par une chimiothérapie néoadjuvante de type FAC et ne montre aucune association entre le
polymorphisme C3435T du géne ABCBL1 et la réponse au traitement [200]. Cependant,
l'allele 3435T a été associé a une réduction de I'expression de la P-gp, bien qu’il soit
silencieux. [201]

Le polymorphisme C3435T revét un intérét potentiel, notamment, en
pharmacologie malgré le fait qu’il soit muet car n’entrainant pas de changement de la
séquence en acide aminés de P-gp. En effet, différentes hypothéses ont été mises en
évidence. L’existence d’un lien entre ce polymorphisme et 1’expression des transcrits du
gene MDRY1, la possibilité d'une influence d'un triplé synonyme sur le processus d'épissage
ou le contrdle du processus de traduction [202]. D'autres auteurs suggérent qu’il est,
également, possible que certains des SNP augmentent la stabilité de I'ARNm et, par
conséquent, entrainent une augmentation de I'expression des protéines et / ou un

changement de I'affinité du substrat par rapport au transporteur Pgp. [203 - 205]
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Un rdle cliniquement significatif pour ABCB1 est prouve actuellement chez les
femmes avec le cancer de 1’ovaire portant 1'allele muté et recevant les chimiothérapies a

base d’anthracycline. Cet alléle améliore la réponse et la survie sans progression. [206]

En outre, une faible expression de la Pgp a été observée dans les cellules tumorales
de cancer du sein des sujets avec l'allele T, comparés aux homozygotes CC, donc une
réduction de I'élimination cellulaire et les concentrations plasmatiques de médicaments
chimiothérapeutiques devenu plus élevées. Par conséquent, le traitement par des agents
anticancéreux, en particulier ceux qui utilisent des substrats de Pgp, peut affecter
négativement ’efficacité du traitement chez les personnes atteintes de I'alléle T. [207, 208]
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La prise en charge d’une patiente atteinte d’un cancer du sein reste une
préoccupation des oncologues en premier lieu mais également de toute la communauté
scientifique. Le dépistage permet d’identifier des tumeurs infra-cliniques de bon pronostic,
les progrés de la chirurgie sont indéniables et les traitements médicaux sont en pleine
évolution : nouvelles hormonothérapies, nouveaux antimitotiques, anticorps monoclonaux.
Cependant le cancer du sein continue a étre la premiére cause de mortalité chez la femme.
Ces facteurs, histologiques, cliniques et moléculaires, sont insuffisants pour rendre compte
de I'nétérogeneéité de la maladie, conduisant un certain nombre de patientes vers des

thérapeutiques inadaptées, toxiques ou inefficaces.

La dynamique actuelle de recherche et de développement des biotechnologies dans
le domaine de I’oncologiec est en phase de production de techniques permettant la
détermination de caractéristiques génétiques, constitutionnelles (propres a 1’individu) ou
somatiques (liées au développement de la maladie), qui permettent d’estimer la réponse
d’un patient & un traitement donné. Le but est d’identifier I’origine génétique de la
variabilité interindividuelle de la réponse aux médicaments afin de permettre un traitement
adapté a chaque patient. Le role des polymorphismes génétiques apparait de plus en plus
clairement dans la tolérance & de nombreux médicaments anticancéreux, et aboutit a des
applications pratiques. Les progres liés a la pharmacogénétique en termes de sécurité

d’administration de certains médicaments sont déja accessibles.

Dans le contexte de la prescription des médicaments conventionnels au cours du
traitement de cancer du sein, notre travail a porté sur 1’étude de polymorphismes
génétiques pouvant représenter des criteres moléculaires prédictifs de réponse a ces
médicaments : 5-FU (F), le cyclophosphamide (C) et la doxorubicine (A) ou 1’épirubicine

(E).

Contrairement a de nombreuses études qui se basent sur un protocole comportant
une seule classe d’anticancéreux, nous avons recruté des patientes qui ont bénéficié de
protocole présentant différentes classes au méme temps. L’évaluation comporte un double
intérét en permettant de voir les effets conjugués des molécules : notre travail a tenté
d’expliquer les variations inter-individuelles de réponse au traitement chimiothérapeutique
FAC ou FEC, et ainsi d’améliorer I’utilisation de ces molécules en termes d’efficacité en
prospectant les polymorphismes génétiques des génes DPYD, MTHFR, GSTP1 et ABCB1

et en déduisant leur implication
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La pharmacocinétique des trois molécules du traitement a été éetudiée chez 117
patientes en cours de traitement. Les enzymes du metabolisme analysés étaient DPYD,
MTHFR et GSTP1, le transporteur était ABCB1 et parmi eux 6 variants. La répartition des
différents polymorphismes était comparable & celle connue et décrite au préalable dans la

littérature et sont reconnus comme des déterminants majeur de cette réponse. [209]

Nous rapportons une corrélation de 1VS14 + 1G >A (rs3918290) de la DPYD et le
polymorphisme C677T (rs1801133) de la MTHFR a une chimiorésistance lié¢ au 5-FU. Ces
résultats montrent que 1’utilisation du test de pharmacogénétique s’inscrirait dans le cadre
d’une démarche de « désescalade thérapeutique », une majorité de patientes étant
susceptible de bénéficier d’une chimiothérapie aux effets secondaires moins lourds mais

avec une efficacité comparable a celle incluant le 5-FU.

Le test de pharmacogénétique est susceptible de discriminer les femmes atteintes de
cancer du sein en deux groupes: de patientes de « bon pronostic » pour lesquelles une
chimiothérapie spécialisée en particulier avec 5-FU pourrait étre envisagée et de patientes
de « mauvais pronostic » pour lesquelles une chimiothérapie avec 5-FU ne peut étre

préconisée. [210]

En effet, d’une part la détection d’un déficit en DPYD et/ ou en MTHFR ne contre-
indique pas le plus souvent le traitement par fluoropyrimidines, il s’agit fréquemment d’un
déficit partiel, d’intensité variable et le traitement par fluoropyrimidine est possible, sous
couvert de précautions rigoureuses. D’autre part, le géne le plus souvent décrit comme
étant responsables de la résistance au traitement avec la chimiothérapie du 5-FU, en plus
de la DPYD et la MTHFR, est la TS, de plus d’autres polymorphismes de ces mémes génes

pourraient &tre impliqués. [211]

Bien que nos résultats pour les autres variants : A1298C (rs1801131) du géne de la
MTHFR, 1105V (rs1695) du gene GSTP1, G2677T/A (rs2032582) et C3435T (rs1045642)
du gene ABCB1, ne signalent aucune association avec une modification de la
pharmacocinétique du protocole chimiothérapeutique FAC ou FEC, nous ne pouvons pas
écarter leur implication dans une éventuelle non réponse au traitement car la population de

non répondeurs demeure relativement importante mais statistiquement non significative.

Cependant, de nombreuses études montrent qu’il persiste malgré tout une

discordance entre le phénotype et le génotype pour certains individus atteints d’un cancer
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du sein. De plus, les mutations identifiées dans les genes intervenant dans les mécanismes
de pharmacodynamie de médicament ne permettent pas d’expliquer la large variabilité

d’activité enzymatique observée au sein des métaboliseurs rapides, voire des métaboliseurs

intermédiaires. [212] [213] [214] [215]

Nos travaux n’ont pas cherché a identifier toutes les voies métaboliques et les
polymorphismes rapportés comme modulant la pharmacologie des anticancéreux
essentiellement le 5-FU, I’Epirubicie, la Doxorubicine et le Cyclophosphamide. Notre
approche a été pragmatique car les génes DPYD, MTHFR, GSTP1 et ABCB1 étaient

identifiées comme prioritaires modulants la clairance de ces molécules.

Il apparait de plus en plus évident que plusieurs protéines en fonction de situation
physiologiques, voir tumorales différentes modifient de fagon conjointe la
pharmacocinétique du traitement étudié. C’est ainsi que plusieurs études rapportent 1’effet
des cytochromes P450 et méme d’autres variants d’autres génes ou de ces méme geénes
prospectés dans notre étude. [216] [217] [218]

Il apparait difficile de déduire, & partir des données dont nous disposons, les
stratégies moléculaires qui pourraient effectivement prévaloir la prédiction du devenir du
traitement, d’autant qu’elles impliquent des acteurs moléculaires différents. L’étude
multicentrique de validation prospective du test de pharmacogénétique n’ayant pas encore
débuté en Algérie, une stratégie de collaboration par le biais des oncologues est en cours
d’initiation et ceci est nécessaire avant que nous puissions prédire la réponse basée sur le

profil génétique d'un patient.

L’administration d’un anticancéreux qui se révélerait non seulement inefficace mais
pourrait entrainer de sérieux effets indésirables comme une cardio-toxicité, une
neutropénie une neuro-toxicité ou pneumo-toxicité ainsi des stratégies visant a augmenter
spécifiquement I’expression de genes sous exprimés chez les mauvais répondeurs pourrait

étre développée.
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Le cancer du sein reste, malgré les progres des traitements et I’apparition des thérapies
ciblées, la premiere cause de mortalité par cancer chez la femme. L’étude des altérations
génomiques des cellules tumorales a mis en évidence leur relation avec le pronostic et

Pefficacité des traitements.

La compréhension de l'origine de la variation inter-individuelle dans la réponse aux
médicaments demeure une approche difficile. La grande variabilit¢ de I'efficacité des
médicaments et des réactions indésirables aux médicaments chez les patients est un
déterminant majeur de leur utilisation clinique mais la réglementation et le retrait-de-marché
inefficaces et un goulot d'étranglement dans le développement de nouveaux agents

thérapeutiques, les enjeux restent I’apanage des firmes pharmaceutiques.

Dans le contexte de la prescription des médicaments conventionnels au cours du
traitement de cancer du sein, notre travail a eu comme objectif d’étudier certains
polymorphismes génétiques pouvant représenter des critéres moléculaires prédictifs de
réponse aux médicaments des chimiothérapies dans le cancer du sein tels que 5-FU, les
anthracyclines et le cyclophosphamide. L’objectif a ét¢ de proposer d’emblée un modéle
pharmacogénétique, afin d’aider le clinicien dans le meilleur choix thérapeutique pour chaque
patient. Cela concerne une optimisation de sa prise en charge, en évitant potentiellement un
traitement inutile, toxique et coliteux ou au contraire en le justifiant méme au prix d’une

toxicité attendue, mais en raison d’un bénéfice évalu¢ comme tres probable.

Dans notre étude, plusieurs SNP apparaissent significativement liés a la réponse apres
chimiothérapie (rs1801133 de la MTHFR et rs3918290 de la DPYD) et, par conséquent,
I’intérét d’une approche basée sur la pharmacogénétique pour identifier de nouveaux
biomarqueurs pronostiques et prédictifs, dans la perspective d’une individualisation des

traitements médicamenteux et I’amélioration du taux de réponse a la chimiothérapie.

Ces resultats montrent la nécessité de poursuivre ces recherches afin de confirmer
I’impact des polymorphismes génétiques sur I’efficacité des traitements chimiothérapeutiques

de cancers du sein de type FAC ou FEC.

Eu égard a ces nouvelles possibilités ouvertes par la génétique et la biologie
moléculaire, la validation clinique d’un grand nombre de tests de pharmacogénétique et la

mise au point de nouvelles technologies de génotypage (puces a ADN...) vont contribuer au
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développement rapide de la pharmacogénétique dans la pratique medicale courante. Ainsi, la
dimension propre de cette étude ne portant que sur un nombre limité de cas, une grande étude

est nécessaire pour vérifier nos résultats.

En outre, certains polymorphismes constitutionnels sont non seulement prédictifs de la
réponse tumorale au traitement mais aussi de la toxicité des chimiothérapies, de ce fait, il sera
plus utile de revoir les mémes résultats en analysant les effets toxiques secondaires de la

chimiothérapie.

Le recul nécessaire a 1’appréciation de I’impact des traitements sur la survie sans

progression et la survie globale fait également partie des objectifs de la poursuite de ce travail.

Souhaitant poursuivre 1’exploration de 1’hypothése générée par nos résultats
concernant le lien entre polymorphismes génétiques, pharmacocinétique des anticancéreux et

réponse compléte, nous prévoyons :

v' D’analyser les données de survie sans récidive et de survie globale lorsque nous
atteindrons un recul suffisant.

v D’explorer I’importance éventuelle d’autres polymorphismes concernant les protéines
impliquées dans la pharmacocinétique des médicaments de la chimiothérapie.

v Poursuivre ’approche d’une médecine personnalisée intégrant 1’optimisation de la
délivrance et I’efficacité d’un traitement repose donc sur D’intégration de la

pharmacogénomique.

Cette étude identifie des pistes différentes de réflexion dans la recherche de facteurs
prédictifs a la chimiothérapie combinant plusieurs molécules voir les antipyrimidines et les
anthracyclines dans la thérapeutique du cancer du sein. Cependant, cette bréve revue n’est
qu’un reflet instantané de la prise en charge d’une patiente atteinte d’un cancer du sein et

mérite d’étre régulierement réactualisée.
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Annexe 1

Juestionpaive

PATIENT N°:
Renseignements

Nom : Prénom :
Age :

Poids et taille :

Adresse :

Profession :

Marié ou célibataire :

Nombre d’enfants :

Etat du cycle menstruel :
Contraception orale :

Antécédents familiaux :

Cancer du sein ;

Autres Cancers :

Examen de la tumeur :
Localisation :
Type histologique :
Récepteurs hormonaux : RE:
Marqueurs tumoraux CA153:
Chimiothérapie : adjuvante : O
Médicaments:
Adriamycine (ou épirubicine)
5-Fluoriuracile
Andoxan
Nombre de cures:

Réponse a la chimiothérapie

Réponse compléte : Réponse partielle :

Date d’entrée :

Sexe :

RP: HER2 :

néoadjuvante : D
Dose:

Stabilite :

palliative : O

Progression :




Annexe 2

Laboratoire de Génétique et de Biologie Moléculaire et service d’Oncologie Médicale

Chef de laboratoire : Pr N. ABADI

Formulaire de consentement pour étude génétique

Je soussigné(e) : Nom ...l Prénom ..............ooooeiil

Certifie avoir été pleinement informé(e) par le : Dr/Pr T.FILALI

1.
2.
3.

Des raisons et des conditions de I’étude génétique me concernant

Du caractere strictement confidentiel des résultats qui seront obtenus

Que ces ¢tudes se limiteront a la recherche d’une anomalie génétique dans le cadre
du cancer du sein

Que ces études seront réalisées par un laboratoire spécialisé et agrée

Que je pourrais avoir connaissance par mon medecin traitant des résultats ainsi que

toute information confidentielle me concernant

Donne mon accord pour I’enregistrement des données médicales nécessaires a
ces etudes

Accepte que le prélevement puisse étre utilisé pour ces examens.

a : Constantine Le:

Signature du patient Nom et signature du medecin
prescripteur

Cachet du service



Annexe 3

Méthode d’extraction d’ADN au NaCl

1. Préparation des leucocytes

1.

w

o

Dans un tube Falcon de 50 ml .mettre le sang et compléter a 25 ml avec du TE 20:5
laisser 10 min dans la glace

Centrifuger 10 min a 3900g (3800 rpm)

Aspirer le surnageant avec la trompe a vide

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

Compléter a 25 ml avec du TE 20 :5 et laisser 10 min dans la glace.

Centrifuger dans les mémes conditions que la premiere fois.

Aspirer le surnageant avec une trompe a vide : Obtention d’un culot des leucocytes
(si on veut s’arréter a ce niveau les mettre dans un tube nunc de 1.5 ml avec du
TE10 :1 et les conserver a -20° dans le frigo)

2. Extraction de ’ADN

A

© oo N ko

11.
12.

13.

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

Ajouter 3 ml de tampon de lyse (NaCl 400 mM, EDTA 2mM, Tris 10Mm,
pH=8.2) en dilacérant le culot avec une passette stérile

Ajouter 200 ul de SDS a 10%

Ajouter 100 ul de protéinase K a10 mg /ml

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

Le lendemain .refroidir dans la glace

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

Remettre 5 min dans la glace (précipitation des protéines)

Centrifuger 15 min a 2500 rpm

. Transvaser le surnageant dans un tube Falcon de 15 ml. Ajouter 2 fois son volume

d’éthanol absolu préalablement refroidi (environ 8 ml) et agiter en retournant le
tube plusieurs fois : la pelote d’ADN se forme

Laisser éventuellement 30 min a -20°C si la pelote ne se forme pas

Récupérer la pelote d’ADN avec une pipette pasteur et la rincer 2 fois dans
1’éthanol a 70%.

Mettre la pelote dans un tube nunc

3. Solubilisation

Ajouter entre 300 et 1000 pul de I’eau distillée stérile selon la grosseur de la pelote et la
concentration souhaitée. Laisser une nuit sur agitateur rotateur a 37°C puis a température
ambiante jusqu'a dissolution compléte (1 a 2 jours).



Annexe 4

Préparation des solutions
-TE 20:5 :(Tris 20mM, EDTA 5Mm, pH 7.5)

e Tris: 24229/l
e EDTA: 1.86g/l
e Ajuster le pH avec HCL 1IN

-TE 10:1 :( Tris 10mM, EDTA 1Mm, pH 7.4)

e Tris:0.606 g
e EDTA:0.1869 g pour 500 ml.
e Ajuster le pH avec de !’ HCL IN

-Tampon de lyse : NaCl 400 mM.

e Tris:10mM
e EDTA :2mM.
e pH8.2

-TBE 10X:

e Tris 108 g.

e Acide borique 55 g.
e EDTA93g.

e QspH0 1L.



Roésumie @

La médecine personnalisée est un concept visant a adapter le traitement d’une
pathologie a chaque individu grace a une meilleure connaissance des causes de variabilités

interindividuelles.

Dans le domaine de I’oncologie, le constat d'une trés grande variabilité de la
réponse & un médicament, en termes d'efficacité et de toxicité, est depuis longtemps un
probleme de santé publique. Cette variabilité interindividuelle peut provenir de
polymorphismes génétiques impliqués dans la cinétique des méedicaments. Certains SNP
sont associés a une efficacité meilleure ou réduite du traitement. L objectif de ce travail
était la recherche de biomarqueurs moléculaires prédictifs de 1’efficacité des
chimiothérapies les plus administré dans le cancer du sein. Nous avons étudié la
contribution des polymorphismes 1VS14+1G>A du géne de la DPYD, A313G du gene de
la GSTP1, C677T et A1298C du gene de la MTHFR G2677T/A et C3435T du gene
ABCBL1 dans la réponse une chimiothérapie de type FAC ou FEC dans le cancer du sein.

Notre échantillon comporte 117 patientes. Les réponses du traitement ont été
évaluées et le génotypage des différents polymorphismes est réalisé par PCR RFLP et

séquencage direct.

Notre étude confirme qu’il y a une corrélation significative entre les
polymorphismes 1VS14+1G>A du géne de la DPYD, C677T du gene de la MTHFR et la
réponse au traitement (p < 0,05). Ces résultats confirment la valeur de ces polymorphismes
comme prédicteurs de I'efficacité des traitements chimiothérapeutique de type FAC ou
FEC pour les patients atteints de cancer du sein et, par conséquent, nos résultats montrent
I’intérét d’une approche basée sur la pharmacogénétique pour identifier de nouveaux

biomarqueurs pronostiques et prédictifs, dans la perspective d’un traitement personnalisé.



Abstract:

Personalized medicine is a concept designed to adapt the treatment of pathology to

each individual through a better knowledge of the causes of inter-individual variabilities.

In the domain of oncology, the finding of great variability in the response to a drug,
in terms of efficacy and toxicity, is far to be new. This inter-individual variability can
come from genetic polymorphisms involved in the Kkinetics of drugs. Some SNPs are
suggested to be associated with improved or reduced efficacy of treatment. The aim of this
study was to search for molecular markers that were predictive of the most effective
chemotherapy regimens in breast cancer. We studied the contribution of polymorphisms
IVS14 + 1G> A of DPYD gene, A313G of GSTP1 gene, C677T and A1298C of MTHFR
gene, G2677T/A and C3435T of ABCBL1 gene in response to FAC or FEC breast cancer’s

chemotherapy.

Our cohort included 117 patients. Treatment outcomes were evaluated and
genotyping of the various polymorphisms was carried out by RFLP PCR and direct

sequencing.

Our study confirms that there is a significant correlation between the
polymorphisms 1VVS14 + 1G> A of DPYD gene, C677T of MTHFR gene and response to
treatment (p<0.05). These results confirm the value of these polymorphisms as predictors
of the efficacy of FAC or FEC chemotherapeutic treatments for breast cancer patients and,
therefore, the benefit of a pharmacogenetic approach to identify new prognostic and

predictive biomarkers, with a view to personalized treatment.
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Résumé :

La médecine personnalisée est un concept visant a adapter le traitement d’une pathologie a chaque
individu grace a une meilleure connaissance des causes de variabilités interindividuelles.

Dans le domaine de I’oncologie, le constat d'une trés grande variabilité de la réponse a un
médicament, en termes d'efficacité et de toxiciteé, est depuis longtemps un probleme de santé publique.
Cette variabilité interindividuelle peut provenir de polymorphismes génétiques impliqués dans la
cinétiqgue des médicaments. Certains SNP sont associés a une efficacité meilleure ou réduite du
traitement. L’objectif de ce travail était la recherche de biomarqueurs moléculaires prédictifs de
I’efficacité des chimiothérapies les plus administré dans le cancer du sein. Nous avons étudié la
contribution des polymorphismes 1VS14+1G>A du géne de la DPYD, A313G du gene de la GSTP1,
C677T et A1298C du géne de la MTHFR G2677T/A et C3435T du gene ABCB1 dans la réponse une
chimiothérapie de type FAC ou FEC dans le cancer du sein.

Notre échantillon comporte 117 patientes. Les réponses du traitement ont été évaluées et le
génotypage des différents polymorphismes est réalisé par PCR RFLP et séquencage direct.

Notre ¢étude confirme qu’il y a une corrélation significative entre les polymorphismes
IVS14+1G>A du géne de la DPYD, C677T du géne de la MTHFR et la réponse au traitement (p < 0,05).
Ces résultats confirment la valeur de ces polymorphismes comme prédicteurs de l'efficacité des
traitements chimiothérapeutique de type FAC ou FEC pour les patients atteints de cancer du sein et, par
conséquent, nos résultats montrent 1’intérét d’une approche basée sur la pharmacogénétique pour
identifier de nouveaux biomarqueurs pronostiques et prédictifs, dans la perspective d’un traitement

personnalisé.
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