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Résumé

Le centre international de recherche sur le cancer (CIRC), estime une hausse des cancers du sein dans
le monde. Il reste jusqu'a I'heure actuelle un probléme majeur de santé publique. Au Sénégal, le cancer
du sein occupe la deuxieme place des cancers féminins. Dans la plupart des pays d’Afrique (y compris
le Sénégal), méme si les tumeurs bénignes du sein ne sont pas la premiere cause d’hospitalisation
comme dans les pays développés du monde, elles occupent une place importante dans les pathologies
mammaires. Pour mieux comprendre 1’impact de la variabilité nucléotidique et I’instabilité génétique
des tumeurs du sein, nous avons utilis¢ deux marqueurs de nature différente a savoir MT-CYB (géne
mitochondriale) et BRAF (geéne nucléaire) afin de mieux comprendre et d’acquérir des informations
nécessaires pour bien étudier cette maladie. C’est dans ce cadre, que s’inscrit notre projet de recherche
qui a eu pour objectif générale de connaitre le degré d’implication des mutations du gene
mitochondriale MT-CYB et de ’oncogéne BRAF dans la carcinogenése mammaire. Trois populations
(témoins, des patientes atteintes de tumeurs bénignes et d’autres atteintes de tumeurs malignes) ont été
constituées dans cette étude. Des préleévements de sang total ont été obtenu sur tube EDTA chez les
sujets de controle. Pour les patientes, une picce tumorale a été obtenue aprés une intervention
chirurgicale. Les résultats obtenus ont révélé plusieurs mutations aussi bien au niveau des séquences
des tumeurs malignes que bénignes. Cependant, elles €taient plus fréquentes au niveau de tumeurs
malignes. Les résultats révelent également que la fréquence de chaque acide aminé issu des séquences
du MT-CYB se différencie légerement entre témoins, tumeurs bénignes et malignes sans différence
significative a ’exception de la glutamine. L’analyse de la différenciation génétique révele une grande
distance génétique entre témoins et tumeurs malignes ainsi que tumeurs bénignes et malignes
(d=0,141), contre une faible distance génétique (d=0,003) entre témoins et tumeurs bénignes. Le MT-
CYB est sous sélection positive. Dans un deuxiéme cas on a fait la méme démarche que la précédente
¢tude avec I’exon 15 du gene BRAF. L’analyse a I’identification de mutation de ’exon 15 du gene
BRAF nous a révélé dans les tumeurs bénignes, la présence des mutations L588H et D598V et au
niveau des tumeurs malignes une mutation synonyme AS5S98A. Les résultats ont montré que les
mutations somatiques de ce gene BRAF étaient moins fréquentes chez les patientes sénégalaises
atteintes des tumeurs qu’elles soient bénignes ou malignes du sein. Dans ces deux études les mutations
étaient plus fréquentes dans les tumeurs malignes que bénignes. Cependant les mutations de BRAF
sont approximativement faibles au niveau du cancer du sein contrairement aux mutations du géne M7-
CYB. Nos résultats obtenus nous ont permis de conclure ’implication du gene MT-CYB dans les
tumeurs de sein. Nous pouvons aussi conclure que le géne M7-CYB est plus impliqué dans le cancer
du sein par rapport a I’exon 15 du géne BRAF.

Mots clés : tumeur, sein, bénigne, malignes, mutations, M7-CYB, BRAF, Sénégal




Summary :

The International Agency for Research on Cancer (IARC), estimates a rise in breast cancer
worldwide. Until now, it remains a major public health problem. In Senegal, breast cancer
ranks second among female cancers. In most African countries (including Senegal), even if
benign breast tumors are not the leading cause of hospitalization as in developed countries
around the world, they occupy an important place in breast pathologies. To better understand
the impact of nucleotide variability and genetic instability in breast tumors, we used two
markers of a different nature namely M7-CYB (mitochondrial gene) and BRAF (nuclear gene)
in order to better understand and acquire the information necessary to properly study this
disease. It is in this context that our research project falls within the scope of the general
objective of determining the degree of involvement of mutations in the mitochondrial gene
MT-CYB and of the oncogene BRAF in breast carcinogenesis. Three populations (controls,
patients with benign tumors and others with malignant tumors) were formed in this study.
Whole blood samples were obtained on an EDTA tube from the control subjects. For the
patients, a tumor specimen was obtained after surgery. The results obtained revealed several
mutations both at the level of the sequences of malignant and benign tumors. However, they
were more common in malignant tumors. The results also reveal that the frequency of each
amino acid from the MT-CYB sequences differs slightly between controls, benign and
malignant tumors with no significant difference except for glutamine. Analysis of genetic
differentiation reveals a large genetic distance between controls and malignant tumors as well
as benign and malignant tumors (d = 0.141), compared with a small genetic distance (d =
0.003) between controls and benign tumors. M7-CYB is under positive selection. In a second
case, we took the same approach as the previous study with exon 15 of the BRAF gene.
Analysis for mutation identification of exon 15 of the BRAF gene revealed the presence of
L588H and D598V mutations in benign tumors and in malignant tumors a mutation
synonymous with A598A. The results showed that somatic mutations in this BRAF gene were
less common in Senegalese patients with both benign and malignant breast tumors. In these
two studies, mutations were more common in malignant than benign tumors. However, BRAF
mutations are approximately weak in breast cancer unlike mutations in the MT-CYB gene. Our
results have allowed us to conclude the involvement of the MT-CYB gene in breast tumors.
We can also conclude that the MT-CYB gene is more involved in breast cancer compared to
exon 15 of the BRAF gene.

Keywords: tumor, breast, benign, malignant, mutations, MT-CYB, BRAF', Senegal
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Le cancer du sein est la cause la plus fréquente de déces par cancer chez les femmes et le
cancer le plus fréquemment diagnostiqué chez les femmes dans le monde (GLOBOCAN,
2012). Il reste jusqu'a I'heure actuelle un probléme majeur de santé publique particuliérement
chez les femmes de moins de 35 ans, ou il est agressif (Axelrod ez al., 2008). A 1’échelle
mondiale la prévalence est de 6,3 millions de femmes vivant avec un cancer du sein
diagnostiqué au cours des cinq années précédentes (OMS, 2012). L’incidence du cancer du
sein est quatre a dix fois plus élevée dans les pays occidentaux (Etats-Unis et Europe du nord
principalement) que dans les pays en voie de développement (Rochefort &Rouesse, 2008).
Les taux d’incidence les plus élevés (85/100 000) sont observés aux Etats-Unis et au Canada,
les plus bas au Japon (16/100 000) (Bretteset al., 2007). Selon ces mémes auteurs les taux les
plus élevés en matiere de mortalité sont observés dans les iles britanniques (30/100 000), ceux
des Etats-Unis, de la France, de I’Italie et de la Suéde étant les plus bas (20/100 000). Il est au
2°¢ rang des cancers féminins en Afrique Sub-saharienne aprés celui du cancer du col de
I’utérus (Ly et al., 2011).

Au Sénégal, le cancer du sein occupe la deuxieme place des cancers féminins (GLOBOCAN,
2018). Selon 1’Agence internationale de recherche sur le cancer (CIRC), en 2018 il y a 1758
nouveaux cas dont 1494 ont un age < 65 ans et 264 ont un age > 65 ans avec une pointe de
I’ordre de 834 déces, dont 684 ont un age < 65 ans et 150 ont un age >65 ans. C’est ainsi que
le cancer du sein vient en troisiéme position de cause de mortalité apres les autres types de
cancers comme celui du foie et du col de I'utérus (GLOBOCAN, 2018). Malgré leur
fréquence, peu de données sur les tumeurs bénignes du sein en Afrique sont disponibles dans
la littérature. Au Sénégal des études épidémiologiques faites sur les tumeurs bénignes sont
rares, mais selon Gueye et al. (2017), 220 patientes présentaient une tumeur bénigne parmi
984 patientes, soit une fréquence de 22,5%, et concernent une population relativement jeune
avec un age moyen de 24 ans avec des extrémes de 12 et 67 ans.

Les cellules du sein subissent parfois des changements qui rendent leur mode de croissance ou
leur comportement anormal (Desjardins, 2010). Ces changements peuvent engendrer des
affections bénignes du sein, comme I’hyperplasie atypique ou des kystes du sein ou, plus
rarement, des modifications des cellules mammaires a I’origine d’un cancer du sein. Il existe
deux types de tumeurs : les bénignes et les malignes. Dans le premier cas, la tumeur est noyée
dans du tissu conjonctif. Cette encapsulation permet de ralentir considérablement la
croissance des néoplasmes, rendant ces derniers moins dangereux. Les grains de beauté et les

verrues sont des exemples de ce type tumoral qui est facilement éliminable par intervention
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chirurgicale. Dans le deuxiéme cas, les tumeurs malignes sont constituées de néoplasmes
acapsulés. La masse tumorale peut alors croitre de maniére illimitée ce qui facilite leur
infiltration tissulaire ainsi que l'envahissement d'autres organes. A l'inverse des tumeurs
bénignes, les malignes peuvent s'avérer mortelles (Voet, 2002). De nombreuses femmes
souffrent au cours de leur vie de pathologies mammaires non cancéreuses mais dont le
développement de certaines d'entre elles constitue un facteur de risque au cancer du sein
(Desjardins, 2010).

Il n’est pas connu d’étiologie aux tumeurs bénignes du sein (Thiam, 2002). Cependant aux
tumeurs malignes du sein, quelques facteurs de risque lui soient attribués. De nos jours,
plusieurs facteurs de risque de développement du cancer du sein sont reconnus, tels que les
antécédents familiaux de cancer du sein, l'age avancé, la puberté précoce, la ménopause
tardive, la nulliparité et 1'obésité. Mais, aucun facteur n’a pu étre impliqué directement dans
I’étiopathogénie de ce cancer, a I'exception de la transmission héréditaire de certains génes de
prédisposition, en particulier les genes BRCAI et BRCA2, impliqués dans 5-10% des cas de
cancer du sein (Dumitrescu ef al., 2005). La mitochondrie a depuis longtemps été suspectée
de jouer un rdle important dans le développement et la progression des cancers. De
nombreuses altérations mitochondriales associées aux cancers ont été identifiées et décrites
dans la littérature (Ha et al., 2002). Ces altérations incluent des modifications d'expression des
geénes mitochondriaux, des anomalies mitochondriales structurales, quantitatives ou des
anomalies des composants enzymatiques de la chaine respiratoire (Dimauro & Schon
2001). Aussi, des mutations somatiques mitochondriales acquises ont été découvertes dans
des pathologies cancéreuses. Dans un cancer colorectal, Polyak et al. (2012) ont trouvé 3
mutations somatiques dans le génome mitochondrial, deux se sont produits dans le MT-CYB.
Des mutations de 'ADNmt provoquant un dysfonctionnement mitochondrial peuvent étre a
l'origine de la tumorigenese. Des mutations somatiques de 'ADNmt ont été rapportées dans
divers types de tumeurs, notamment les cancers du sein. Ces mutations comprennent des
mutations ponctuelles, des délétions et des insertions (Parrella et al., 2003).

L’étude de cette région génomique du M7-CYB nécessite donc une approche ciblée plutdt
que pangénomique, que ce soit par génotypage, ou par séquencage. De plus, la mitochondrie
est une structure indispensable au fonctionnement de nos cellules, et assume des fonctions
métaboliques essentielles. L’ensemble de ces considérations justifient I’étude de la variabilité

de son génome dans le contexte du cancer, et dans notre cas dans le cadre du cancer du sein.
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Néanmoins, certains facteurs étiologiques sont de plus en plus soupconnés de contribuer au
développement du cancer du sein et les oncogénes restent a 1’heure actuelle la catégorie
de geénes associés aux cancers les plus étudiés, a ’exemple du géne BRAF. La substitution
BRAF V600E compte pour 80 % des mutations ; elle serait impliquée dans 66% des
mélanomes malins (Rajagopalan et al., 2002), et elle est impliqué aussi dans plusieurs autres
cancers (Wang et al.,2015). La plupart de ces mutations se trouvaient dans l'exon 15 de ces
tumeurs, et la mutation V60OE était la plus fréquente (initialement décrite comme V599E)
(Kimura et al., 2003).
Des approches génomiques sont ainsi nécessaires pour la caractérisation de nouveaux
marqueurs moléculaires qui permettraient une meilleure compréhension des mécanismes
biologiques du développement tumoral et aideraient a développer de nouveaux outils de
diagnostic et de pronostic. Actuellement, la prescription des thérapies ciblées est guidée, dans
la mesure du possible, par les caractéristiques moléculaires de la tumeur de chaque patient.
Les mécanismes de I’oncogeneése mammaire ne sont pas totalement connus et il est donc
important de les étudier afin d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques et de nouveaux
biomarqueurs pronostics ou prédictifs. Ainsi pour mieux comprendre I’impact de la variabilité
nucléotidique et I’instabilité génétique des tumeurs bénignes et des tumeurs malignes du sein
nous allons utiliser deux marqueurs de nature différente; a savoir M7T-CYB qui est un gene
mitochondriale et BRAF qui est un géne nucléaire, afin de mieux comprendre et d’acquérir
des informations nécessaires pour bien étudier cette maladie, devenue a I'heure actuelle un
probléme majeur de santé publique particulierement chez les femmes sénégalaises (OMS,
2012). C’est dans ce cadre, que s’inscrit notre projet de recherche qui a eu pour objectif
générale de connaitre le degré d’implication des mutations du géne mitochondriale M7-CYB
et de 'oncogéne BRAF dans la carcinogenése mammaire. Cet objectif général est décliné en
quatre objectifs spécifiques :

% Evaluer le polymorphisme, la diversité génétique du géne MT-CYB et de I’exon 15 du

géne BRAF et analyser les caractéristiques des mutations de I’exon 15 du gene BRAF.

% Déterminer la différentiation génétique du gene MT-CYB et de ’exon 15 du géne

BRAF en fonction de la nature tumorale.

% Déterminer 1’évolution génétique des mutations du géne M7T-CYB et de I’exon 15 du

gene BRAF.

Ce travail est composé¢ de trois chapitres qui permettent de comprendre le cheminement et le

déroulement de notre étude :

v
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% le premier chapitre sera consacré a la revue bibliographique.

% le deuxiéme chapitre, évaluation du polymorphisme et de la diversité génétique du
MT-CYB, dans les tumeurs du sein chez les femmes sénégalaises.

% Et en fin un troisi¢éme chapitre : Implication des mutations de I’exon 15 du géne
BRAF dans la carcinogenése mammaire chez les femmes sénégalaises.

Ces trois chapitres seront suivis d’une conclusion générale et des perspectives.
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I.1 ORIGINE DES CELLULES CANCEREUSES

Le cancer est généralement définit comme étant la prolifération anormale et anarchique des
cellules qui se regroupent de maniere inorganisée pour former une tumeur (Bertram, 2001).
La transformation d'une cellule normale en cellule maligne repose sur les mutations
séquentielles de 'ADN et cette transformation est caractérisée par plusieurs étapes (figure 1),
parmi lesquelles :

v DPinitiation et la promotion sont les deux étapes clés avant la progression tumorale.
Elles permettent le passage de la cellule saine a une cellule cancéreuse qui évoluera
par la suite en tumeur. L’initiation est due a I’altération du génome rendant les
cellules capables de se diviser en I’absence d’une stimulation venue du tissu. Ces
altérations de I’ADN peuvent étre causées par un génotoxique d’origine endogene ou
encore exogene (Bont & Larebeke, 2004).

Certaines Espéces Réactives de ’Oxygene qui se forment lors du métabolisme sont
des agents d’oxydation (Monier & Tubiana, 2008). Ils attaquent les constituants
cellulaires (Spitz et al., 2004) et provoquent chaque jour dans chaque cellule de tres
nombreuses 1ésions de I’ADN dont quelques une trés graves telles que des cassures
double-brins ou des pontages intra- ou interbrins (Burkart et al, 2005). Les
génotoxiques exogenes tels que les UV peuvent aussi provoquer ces dégradations. Une
stimulation de la prolifération peut entrainer un accroissement de la fréquence des
mutations (Moore & Tsuda, 1998). Des erreurs peuvent survenir pendant la réplication
de ’ADN. L’initiation est un événement relativement fréquent contre lequel existent
des protections cellulaires multiples et puissantes. L’efficacité de ces défenses est un
facteur essentiel. Quand le nombre de 1ésions est faible, des mécanismes de réparation
de I’ADN se mettent en place. Des exonucléases et endonucléases vont couper I’ADN
muté, ensuite ’ADN polymérase et I’ADN ligase vont se charger de resynthétiser la
zone ¢éliminée. Quand le nombre de Iésions est trop important, ces systémes
enzymatiques de réparation de ’ADN (Dikomey & Brammer, 2000) ne peuvent pas
fonctionner correctement. Ceci se produit lorsque le génotoxique est présent de
maniere répétée et a forte concentration. Tant que fonctionnent les mécanismes de
régulation de I’homéostasie cellulaire, ces cellules initiées (possédant de I’ADN mut¢)
peuvent encore rester sous controle. En effet cet équilibre cellulaire dynamique assure
I’intégrité de la cellule en compensant les dysfonctionnements liés aux mutations.
Lorsque cet équilibre est rompu, la cellule peut rentrer dans une phase de mort

cellulaire programmeée (apoptose) ou bien poursuivre son évolution (Bertram, 2001).
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v' la promotion : celle-ci est liée a I’induction d’une prolifération cellulaire qui
provoque I’expansion clonale de la cellule initiée, soit que ce clone soit plus sensible
que les cellules saines aux facteurs de croissance présents, soit que 1’apoptose y soit
diminuée. La plupart des agents de promotion stimulent la prolifération, mais souvent
de facon temporaire ou réversible. L’irritation mécanique prolongée et I’inflammation
(Coussens & Werb, 2002) sont des promoteurs puissants. Les génotoxiques, a coté de
leur effet mutageéne, peuvent constituer des agents de promotion car, administrés en
quantité importante, ils provoquent des l€sions irréversibles conduisant a la mort d’une
proportion élevée de cellules (Takahashi ef al., 2000). L’intensité des événements
dépend de la dose des agents de promotion, car ces derniers fonctionnent par effet
seuil. Les lésions causées peuvent étre réversibles quand I’exposition est faible. Par
contre la présence chronique ou itérative de I’agent promoteur pendant cette phase
peut conduire a des lésions précancéreuses qui persistent ou continuent a croitre
malgré I’interruption de I’exposition (Takahashi ez al., 2000). Elle devient autonome.
La deuxiéme phase de la cancérogenese est accomplie. Celle-ci se termine quand un
clone de cellules initiées est devenu capable d’échapper au contrdle tissulaire pour
entrer dans la troisiéme phase, la progression tumorale.

v’ la progression tumorale : développement de la tumeur primaire. Les deux premiéres
étapes (initiation et promotion) concernent la cancérogenese, c’est a dire 1’apparition
de la malignité au sein méme de la cellule. L’accumulation des Iésions de ’ADN
conduisent a une instabilit¢ génétique des cellules cancéreuses qui permet la
génération et la survie de cellules mutantes présentant des avantages sélectifs de
prolifération et d’immortalité. A partir de ces deux premicres étapes, sept étapes
peuvent étre distinguées dans le processus tumoral : la perte d’adhérence, 1’invasion,
la prolifération, 1’angiogenése, I’intravasation, I’extravasation et I’émission de
métastases a partir de la tumeur primaire (Yang & Weinberg, 2008).

En effet, les cellules tumorales sont caractérisées par leurs nombreuses mutations qui sont
transmises a la descendance lors de la prolifération exponentielle de la cellule parentale
(Bertram, 2001). Un phénotype tumoral est alors acquis lorsque I'ADN subit de nombreuses
mutations, surtout au niveau des geénes qui régulent la prolifération et la survie cellulaire,
c'est-a-dire les genes suppresseurs de tumeurs et les proto-oncogenes (Lewin, 2004). En effet,
suite a I’agression de facteurs de l'environnement tels que le tabac, les rayons ionisants,
certains agents chimiques ou physiques (Hall & Angele, 1999), le génome humain subit

constamment des 1ésions qui sont réparées ou non. En effet, les systémes de réparation sont
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parfois défectueux ou "débordés", la cellule conserve alors certaines altérations qui touchent
parfois les systémes de régulation de la prolifération. Ne répondant plus correctement aux
signaux environnants, elle échappe a toute régulation. La cellule s'engage alors dans un
processus anarchique qui conduit, par accumulation successive d'anomalies génétiques, au

développement d'une cellule cancéreuse (Frosina, 2000).

Figure 1 : développement d’une tumeur maligne (Le Berre, 2005)

1.2 DIFFERENTS TYPES DE CANCERS
Selon le type de cellule devenue cancéreuse on distingue trois catégories de cancers :
v’ les carcinomes qui se développent a partir des cellules épithéliales (cellules de la peau,
des muqueuses, ou encore des glandes dans le cas de ’adénocarcinome).
v’ les sarcomes, beaucoup plus rares, et qui se développent a partir de tissu conjonctif
(tissu de soutien).
v les hématosarcomes qui se développent dans les cellules sanguines (leucémies,

my¢lomes et lymphomes).

1.3 CARACTERISTIQUES SPECIFIQUES DES CANCERS
Le cancer est un processus clonal multiétapes, ces étapes étant des altérations génétiques ou
mutations. Au moins trois catégories de genes sont impliquées. Ils interviennent dans le
controle de la division, de la différenciation cellulaire, de l'apoptose et de la réparation de
I'ADN (Weinberg, 2007). Les geénes associés au cancer ont été classés en trois catégories sur
la base de leurs caractéres cancérogeénes ou protecteurs :

v oncogeénes : les oncogénes sont des génes susceptibles de conférer le phénotype

tumoral a une cellule eucaryote normale (Futreal et al., 2004). Ils sont dérivés de

-
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genes cellulaires appelés proto oncogénes ayant subi une ou plusieurs altérations. Les
proto-oncogeénes possedent généralement des fonctions dans le controle de la
prolifération cellulaire, de la différenciation et de la survie cellulaire (Jean-Marie,
2003). L’activation des proto-oncogeénes en oncogenes se fait par des événements
génétiques telles que des mutations, des translocations chromosomiques ou des
amplifications géniques qui induisent des gains de fonction du géne par rapport a sa
forme inactive dans les cellules normales. Le gain de fonction résulte en général d une
production d’une forme hyperactive de la protéine oncogénique (forme plus active du
fait de la modification du site catalytique par exemple ou protéine bloquée en forme
active et qui ne peut plus €tre inhibée) ou d’une quantité excessive de forme normale
de la protéine (Theleyre & Baklouti, 2004).

La dénomination de proto-oncogenes regroupe des genes qui codent pour des facteurs
de croissance, des récepteurs aux facteurs de croissance, des molécules intervenant
dans la transduction des signaux mitotiques, des protéines kinases, des phosphatases,
des molécules anti-apoptotiques ou des facteurs de transcription (Singer et al., 2003).
L’activation de ces oncogenes est un mécanisme dominant qui conduit a favoriser un
¢tat permissif pour la prolifération, a permettre la production par la cellule cancéreuse
des facteurs de croissance dont elle a besoin ou a modifier un récepteur de telle sorte
qu’il se comporte comme s’il était stimulé en permanence. Dans les deux cas, la
cellule devient indépendante d’une intervention externe.

L’expression des oncogenes favorise la survenue de cancers (Jean-Marie, 2003). Ces
genes commandent la synthése de protéines (oncoprotéines) en stimulant la division
et en déclenchant une prolifération désordonnée des cellules. Plusieurs dizaines
d’oncogenes ont été décrits. Le gene BRAF dont la substitution V600E compte pour
80 % des mutations, serait impliquée dans 66 % des mélanomes malins (Rajagopalan
et al., 2002). Il est impliqué aussi dans plusieurs autres cancers dont le cancer du sein
(Wang et al., 2015). Des oncogenes tels que myc et surtout HER2/neu/ErbB2 sont
amplifiés et surexprimés dans le cancer du sein. En effet, 13 a 22% des tumeurs
mammaires présentent une amplification de myc (Aulmann et al., 2006); 22 a 33% des
tumeurs surexpriment c-myc au niveau ARNm et 40 a 45% au niveau protéique selon
Naidu et al., (2002). L’amplification et la surexpression de HER2 sont quant a elles
observées dans 15% des tumeurs primitives du sein (Weigel & Dowsett, 2010).

Lors de la réplication de ’ADN, ’ADN polymérase & connait un taux d’erreur

d’environ une base sur un milliard, ce qui expliquerait I’apparition de mutations sur
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les oncogenes ou sur les geénes suppresseurs de tumeur des organismes a vie longue.
Les altérations affectant directement les bases peuvent également conduire a
I’apparition de mutation. Elles sont notamment causées par les radicaux libres de
I’oxygeéne, eux-mémes générés par l’activité métabolique de la cellule ou par des
agents physiques comme les radiations (Sarasin et al,. 1988).

Un proto-oncogene peut étre activé par différents moyens, il peut étre muté sur sa
séquence codante ou sur son promoteur (Murray et al, 1981). Premiérement, une
mutation ponctuelle au sein de sa séquence peut engendrer une activation constitutive
de la protéine. C’est, par exemple, le cas de la mutation G12V de la protéine Ras
(Barbacid, 1987). Une mutation peut également étre responsable d’une séquence non-
sens comme c’est le cas de la mutation sur le codon 531 de la protéine c-Src. Cette
mutation conduit a I’apparition d’une forme tronquée de c-Src et provoque une
activation constitutive de la protéine (Irby et al., 1999).

génes suppresseurs de tumeurs : un gene suppresseur de tumeur est un géne dont
I’altération durant la carcinogénese résulte de la perte de fonction essentielle pour le
controle de la prolifération cellulaire normale. Cette perte de fonction est un
mécanisme récessif, c’est a dire que les deux alleles du geéne doivent étre inactivés.
L’inactivation de ces geénes peut étre due a la perte des alléles du geéne, a des petites
délétions ou insertions qui altérent la trame de lecture du geéne, a des mutations
ponctuelles changeant les acides aminés cruciaux pour I’activité de la protéine ou a la
baisse de la transcription par Daltération du promoteur. Récemment, les génes
suppresseurs de tumeur ont été classés selon leurs fonctions : les « gatekeepers »,
intervenant dans le contréle du déroulement du cycle cellulaire, et les « caretakers »
qui interviennent pour maintenir I'intégrit¢ du cycle cellulaire. L’inactivation des
caretakers n’augmente pas la prolifération cellulaire mais initie 1’acquisition de
changements génétiques supplémentaires (Orban & Olah, 2003). BRCAI et BRCA?2
constituent un modele de geénes suppresseurs de tumeur. Ils sont exprimés d’une
maniere ubiquitaire. Leurs caractéristiques : transmission autosomique dominante,
perte de I’hétérozygotie au niveau du locus du gene retrouvé dans les tumeurs
héréditaires, avec conservation de I’allele prédisposant au cancer.

Les génes suppresseurs de tumeurs agissent en sens inverse des oncogénes. Ce sont
des régulateurs négatifs de la prolifération cellulaire. Leur inactivation n’empéchant
plus la prolifération cellulaire, favorise donc la survenue des cancers. Certains genes

suppresseurs de tumeurs sont spécifiques de certains cancers. Ainsi le géne RBI est
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impliqué dans le développement du rétinoblastome. Les génes BRCAI et BRCA2 sont
impliqués dans les cancers du sein (Hall ef al., 1990), APC dans les cancers du colon
(Nishisho et al., 1991). D’autres ont un spectre d’inactivation plus large comme 7P53
ou CDKNZ2A qui sont inactivés dans un grand nombre de types de cancer (Caldas et
al., 1994). A ces deux catégories de geénes, s’ajoute une troisiéme classe nommé
geénes de réparation de ’ADN.

génes de réparation de PADN : L’ADN est continuellement soumis aux activités
métaboliques intrinseques a la cellule et a des facteurs environnementaux externes qui
portent atteinte a son intégrité. Les facteurs environnementaux peuvent étre de nature
physique (exemple: rayonnements), chimique (exemple: radicaux libres,
médicaments) ou biologique (exemple : toxines, virus). On estime entre mille et plus
d’un million le nombre de Iésions par cellule et par jour (Ames et al., 1993).
Beaucoup de ces 1ésions provoquent des dommages tels que la cellule elle méme ne
peut se reproduire ou donne naissance a des cellules-filles non viables. Les genes de
réparation de I’ADN sont capables de détecter et de réparer les 1€sions de I’ADN et
prévenir cet état anormal. Les mécanismes de réparation de I’ADN garantissent la
stabilité du génome. La capacité de réparation de ’ADN d’une cellule est essentielle a
I’intégrit¢ de son génome, et donc a son fonctionnement normal et a celui de
I’organisme. Contrairement aux altérations des proto-oncogénes et des genes
suppresseurs, les altérations des geénes de réparation de I'ADN, qu'il s'agisse du
systtme de réparation des mésappariements ou du systéme excision-resynthése,
n'interviendront qu'indirectement dans la cancérogenése en permettant la persistance
d'altérations touchant des génes controlant le cycle cellulaire ou I'apoptose.

De nombreux systémes de réparation protegent les cellules contre l'accumulation
délétere de lésions sur leur ADN, par des voies biochimiques assez bien conservées
des bactéries a I'homme. Le systeme de réparation par excision-resynthése de
nucléotides est le plus important et le plus efficace pour éliminer la grande majorité
des lésions de I'ADN. Les lésions produites, par les rayons ultraviolets par la plupart
des cancérigenes chimiques, sont éliminées avec une tres grande efficacité par le
systéme de réparation par excision (Sarasin et al,. 1988). Ces réparations jouent un
role fondamental du fait que les Iésions de 'ADN entrainent une désorganisation
complete de l'activité cellulaire : blocage de la transcription des genes actifs, blocage
de la réplication de 'ADN ou synthése translésionnelle conduisant inévitablement a

l'induction de mutations ou de remaniements chromosomiques. Il apparait donc
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évident que l'absence de réparation peut conduire a une modification irréversible de la
régulation de la prolifération cellulaire et initier un mécanisme de cancérogenese.
Cette hypothese est fortement confortée par I'existence de maladies de la réparation de
I'ADN qui montrent souvent une corrélation étroite entre sensibilité a un agent
génotoxique et forte incidence de cancers plus ou moins spécifiques (Hanawalt &
Sarasin A. 1986). Lorsque les mutations de I'ADN résultent d'erreurs de la réplication
(dérapage de I'ADN polymérase), le systéme de réparation mis en jeu est celui des

mésappariements (mismatch repair) (Peltoméki & de la Chapelle, 1997).

1.4 CANCER DU SEIN

1.4.1 Définition

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 (Hachana,
2009), tandis que le terme de « tumeur du sein » désigne a la fois les tumeurs malignes et
bénignes. Il existe deux types de tumeurs : les bénignes et les malignes. Dans le premier cas,
la tumeur est noyée dans du tissu conjonctif. Cette encapsulation permet de ralentir
considérablement la croissance des néoplasmes, rendant ces derniers moins dangereux. Les
grains de beauté et les verrues sont des exemples de ce type tumoral qui est facilement
¢liminable par intervention chirurgicale. Dans le deuxieme cas, les tumeurs malignes sont
constituées de néoplasmes encapsulés. La masse tumorale peut alors croitre de maniére
illimitée ce qui facilite leur infiltration tissulaire ainsi que 1'envahissement d'autres organes. A
l'inverse des tumeurs bénignes, les malignes peuvent s'avérer mortelles (Voet, 2002).

1.4.2 Développement

1.4.2.1 Architecture et développement du sein

Le sein est une glande exocrine qui se compose d'une masse de tissue, d'une aréole et d'un
mamelon (Figure 2). La glande mammaire est constituée de 2 compartiments cellulaires : le
compartiment mésenchymateux, perfusé par les vaisseaux sanguins et les nerfs, et le
compartiment épithélial qui s'articule autour d'un réseau de canaux galactophores et de lobules
renfermant les alvéoles. Ces deux compartiments sont séparés par une membrane basale de
collagéne de type IV, de laminine et de glycosaminoglycanes mais une coopération

permanente existe entre eux au cours du développement de la glande mammaire.
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Les vaisseaux sanguins et lymphatiques circulent dans les tissus conjonctifs et adipeux. Le
drainage par les vaisseaux lymphatiques s'effectue vers la chaine mammaire interne, les
ganglions axillaires et sus-claviculaires.

L'architecture de la glande mammaire évolue tout au long de la vie, en fonction de 1'age et du
stade de la vie reproductive (McNally & Martin, 2011) (Figure 3) et se construit sous
l'influence des hormones sexuelles d'origine ovarienne (oestrogénes et progestérones) et d'un

certain nombre de facteurs de croissance.

Figure 2 : Représentation schématique d’un sein en coupe (Mombelli, 2014)
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Figure 3 : Evolution de I’architecture de la glande mammaire (Mombelli, 2014)

1.4.3 Incidence et mortalité

Depuis plusieurs années, le cancer du sein est devenu un probléme majeur de santé publique
dans les pays industrialisés, nécessitant la mise en place d’actions de prévention, de dépistage
et de recherche de nouvelles thérapies. A I’échelle mondiale la prévalence du cancer du sein
est de 6,3 millions de femmes vivant avec un cancer du sein diagnostiqué au cours des cinq
années précédentes (OMS, 2012). L’incidence du cancer du sein est quatre a dix fois plus
élevée dans les pays occidentaux (Etats-Unis et Europe du nord principalement) que dans les
pays en voie de développement (Rochefort & Rouesse, 2008). Les taux d’incidence les plus
élevés (85/100 000) sont observés aux Etats-Unis et au Canada, les plus bas au Japon (16/100
000). Les taux les plus élevés en matiere de mortalité sont observés dans les iles britanniques
(30/100 000), ceux des Etats-Unis, de la France, de I'Italie et de la Suéde étant les plus bas
(20/100 000) (Brettes et al., 2007). Le cancer du sein est le deuxieéme cancer le plus fréquent
en termes d’incidence et de mortalité chez la femme africaine (Ferlay et al., 2008). En 2008,

I’incidence du cancer du sein était de 21,3/100.000 et la mortalité causée par le cancer du sein
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¢tait de 16,4/100.000, en Afrique (Ferlay et al., 2008). Ces données soulignent 1’incidence
¢levée de ce cancer en occident. Ceci pourrait étre dii a la sensibilisation de plus en plus
importante et une prise de conscience de la gravité du fléau d’une part et a I’utilisation accrue
de la mammographie, du traitement hormonal substitutif, une prévalence augmentée de
I’obésité, la consommation accrue d’alcool, la puberté précoce et la maternité tardive ou la
nulliparité.

Méme si nos données restent inféricures aux données occidentales en termes de chiffres, elles
n’en sont pas moins graves et concordent avec les données épidémiologiques du monde arabe.
Par exemple, a Sétif - Algérie, ou il représente 33% des cancers chez la femme et se plagcant
par conséquent en téte, avec une moyenne annuelle de 179 nouveaux cas (Hamdi-Cherif et al.,
2014). Quant a Sfax (Registre Sud Tunisie), il y représente, avec 305 nouveaux cas en 2 ans,
25,2% de I’ensemble des cancers féminins (Sellami et al., 2007). On constante que les taux
d'incidence demeurent é€levés dans les régions les plus développées, mais la mortalité est
beaucoup plus élevée relativement dans les pays pauvres, faute de détection précoce et d'acces
aux traitements.

Au Sénégal, selon 1I’Agence internationale de recherche sur le cancer (CIRC), en 2018 il y a
1758 nouveaux cas dont 1494 ont un age < 65 ans et 264 ont un age > 65 ans avec une pointe
de I'ordre de 834 déces, dont 684 ont un age < 65 ans et 150 ont un age >65 ans. C’est ainsi
que le cancer du sein vient en troisiéme position de cause de mortalité apres les autres types
de cancers comme celui du foie et du col de I'utérus (GLOBOCAN, 2018). Nous soulignons
que I’incidence du cancer du sein a augmenté au fil des années et tant a occuper la premiére
place des cancers féminins. Et pour les tumeurs du sein a caractéres bénignes, plus d’un
million de cas surviennent chaque année dans le monde, malgré
les jeunes sont plus fortement exposés (OMS, 2012). Les tumeurs bénignes sont assez
fréquentes avec un taux variant de 39,56% a 70 % (Dangou et al, 2002). Le motif de
consultation le plus fréquemment rencontré est la présence d’une masse dans le sein (Diarra,
2002). Celle-ci augmente progressivement de volume et atteindre un diametre suffisamment
grand soit 10 cm voire plus, ce qui devient génant et inesthétique ou peut aussi rester
relativement petite. De pronostic meilleur que celui des tumeurs malignes, quelques auteurs
cependant notent la possibilité d’évolution de certaines tumeurs bénignes histologiquement
diagnostiquées vers de véritables cancers (Hendrick, 1987). Malgré leur fréquence, peu de
données sur les tumeurs bénignes du sein en Afrique sont disponibles dans la littérature. Au
Sénégal des études épidémiologiques faites sur les tumeurs bénignes sont rares, mais selon

Gueye et a/ (2017) a I'unité de sénologie du centre hospitalier universitaire Aristide Le Dantec
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de Dakar durant la période allant du 1%janvier 2008 au 31 décembre 2013, durant cette
période, 220 patientes présentaient une tumeur bénigne parmi 984 patientes, soit une
fréquence de 22,5%, et concernent une population relativement jeune avec un age moyen de
24 ans avec des extrémes de 12 et 67 ans.

1.4.4 Histogénése

La carcinogenése mammaire est un phénomeéne complexe et multifactoriel dans les formes
héréditaires comme dans les formes sporadiques. Le cancer est une maladie de la cellule. I1
touche le matériel génétique du noyau et induit des troubles de la division et de la
différenciation terminale des cellules. En effet, il nait a partir de I’épithélium du canal
galactophore terminal précédent le lobule ou I’unité terminale ducto-lobulaire (UTDL).

Avant I’émergence clinique du cancer plusieurs étapes se déroulent ; allant de 1’exposition
aux carcinogenes (phase d’initiation), la promotion d’un clone transformé (phase de
promotion) a I’'indépendance de ce clone vis-a-vis des facteurs de régulation physiologiques
avec acquisition de nouvelles propriétés (pouvoir d’invasion et pouvoir métastatique).

Comme nous le savons tous, les cellules de I’organisme sont programmées a se multiplier, a
croitre, a se différencier, puis & mourir en réponse a un systéme complexe de signaux régis par
le cycle cellulaire. Mais lors de la cancérogenése, il y a rupture des contraintes normales de la
croissance cellulaire, aboutissant a la prolifération anormale et anarchique d’un clone
cellulaire particulier. De ce fait, les cellules de ce clone vont présenter des caractéristiques de
croissance et de morphologie complétement différentes de celles des cellules normales : une
autonomie vis a vis des facteurs régulant le cycle cellulaire (indépendance de facteurs de
croissance cellulaires, insensibilit¢ aux inhibiteurs de croissance), un échappement a
I’apoptose, un pouvoir réplicatif illimité, une activation de I’angiogénése, un pouvoir
métastasique (capacité de migrer et d’envahir différents tissus) et une instabilit¢ génétique
(Fitzgibbons ef al., 1998). C’est ’interaction entre ces différentes caractéristiques selon une
chaine d’évenements coordonnés qui entraine la progression du cancer. Les changements
phénotypiques sont le reflet de D’accumulation d’altérations génétiques multiples. Les
événements génétiques et épigénétiques durant ce processus multi-étapes touchent une
multitude de geénes, dont les geénes suppresseurs de tumeur.

La combinaison de I’activation des oncogenes et de I’inactivation des genes suppresseurs de
tumeur concourent a la progression tumorale. Les changements au niveau de ces geénes sont
initiés soit par des facteurs environnementaux ou physiologiques (carcinogeénes chimiques,
radiation, virus, grossesse.....), soit par des facteurs génétiques (mutations germinales)

(Chaffer & Weinberg 2015).
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La mise en évidence d’une prédisposition au cancer n’est pas toujours aisée. Une fréquence

¢levée de cancers du sein dans une méme famille suggére une éventuelle prédisposition, due

vraisemblablement a I’altération d’un géne majeur, et cela d’autant plus si le type de cancer
est rare ou si les tumeurs surviennent a un age précoce.

La multiplication des cellules entraine un passage du stade d’hyperplasie simple a celui

d’hyperplasie atypique, puis de carcinome in situ. Au stade de carcinome intracanalaire, les

cellules acquicrent un caractére malin sans pour autant franchir la membrane basale. Enfin

I’évolution se fait vers le stade de carcinome invasif par rupture de la membrane basale et

invasion du tissu conjonctif sous jacent ce qui rend possible la dissémination métastatique

(Mac-Grogan, 2003).

1.4.5 Facteurs de risque

Il n’existerait pas de facteur unique responsable de I’apparition d’un cancer du sein. En

réalité, plusieurs facteurs de risque susceptibles d’augmenter le développement de ce type de

cancer ont été mis en évidence :

v’ sexe : le cancer du sein présente une prédominance féminine. Il touche donc
essentiellement les femmes. En effet, seulement 1% d’hommes sont concernés (Diallo,
20006).

v' Age : la probabilité de développer un cancer du sein augmente avec 1’dge. Le jeune age
(inférieur a 35 ans) est un facteur de mauvais pronostic indépendant car la majorité des
patientes présentent des tumeurs triples négatives et ne peuvent donc bénéficier d’aucune
thérapie ciblée. En effet, une étude de Cancello et son équipe (2010) effectuée sur 2970
patientes montre que celles dgées de moins de 35 ans présentaient plutot des tumeurs
triples négatives. Cependant, le cancer du sein est trés rare avant 30 ans (Rambau et al.,
2011).

v’ prédisposition génétique : seul 5 a 10% des cancers du sein sont d’origine génétique
(Claus, 1991). Plusieurs genes impliqués dans la carcinogenése mammaire héréditaire
ont été identifiés. Les principaux sont BRCAI, BRCA2, p53, PTEN et ataxia-telangiectasia
(AT). La grande majorité des cancers du sein héréditaires peut étre attribués aux genes
BRCAI et BRCA2 (Dumitrescu et al., 2005). BRCAI est localisé sur le chromosome 17 et
code une protéine nucléaire impliquée notamment dans le controle de la recombinaison
mitotique, dans la ségrégation des chromosomes, la régulation transcriptionnelle ainsi que
dans la réparation de ’ADN. BRCA2 est localisé sur le chromosome 13 et code une
histone acétyle transférase impliquée dans la régulation de la transcription avec une

fonction suppresseur de tumeur. Elle est impliquée dans la réparation de ’ADN et
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interagit avec BRCAI dans les voies d’activation de la protéine p53. Les femmes portant
des mutations de type délétion au niveau de BRCAI ou BRCA2, présentent un risque
considérable de développer un cancer du sein (80%) (Veronica et al,. 2016). Le géne p53
localisé sur le chromosome 17 est un des geénes les plus communément mutés dans les
cancers humains (environs 50% des cancers). Les femmes affectées par une mutation de
p33 présentent un risque plus élevé de développer un cancer du sein avant ’age de 45 ans
(Daguet et al., 2008). Enfin, les mutations des genes PTEN et AT, observées chez des
patientes atteintes respectivement du syndrome de Cowden et de I’ataxie télangiectasie,
augmentent de 25 a 50% le risque de cancérogene¢se mammaire (Desjardins, 2010).
facteurs environnementaux : correspondent a toutes les expositions environnementales
auxquelles un organisme est soumis. Cela va du tabac aux ultraviolets du soleil en passant
par ’amiante, les radiations gamma, 1’alcool, la pollution, I’alimentation et de nombreuses
autres substances auxquelles un individu est exposé volontairement ou involontairement.
Exemple :

e le rdle des facteurs alimentaires avec exces de graisse animale, souvent source
d’obésité, est discuté et expliquerait I’incidence croisée avec le cancer de
I’endometre. L’obésité apres 50 ans augmente le risque de cancer du sein
d’environ 20% (Kelsey et al., 1996).

e e rdle de I'irradiation a été prouvé par les explosions atomiques d’Hiroshima,
ainsi que les expositions professionnelles aux polluants environnementaux et les
agents chimiques (Krajinovic et al., 2001).

e e niveau socio-économique : il est mis en évidence par la plupart des études que
les femmes qui ont un niveau de vie élevée ont un risque multiplié¢ par 2.

e le tabagisme et la consommation d’alcool augmenterait le risque de 200%
(Longneker & Tseng, 1998).

e e facteur viral : de multiples études sont en cours dans ce domaine étant donné
qu’une implication virale a déja été prouvée pour plusieurs tumeurs : les
papillomavirus et le cancer du col utérin, le virus d’Epstein-Barr et le lymphome
de Burkitt et le cancer du Nasopharynx, le virus de I’hépatite B et le cancer
primitif du foie, le virus HTLV1 et certaines leucémies et lymphomes T, le virus
HIV et le sarcome de Kaposi (Medina, 1996). En effet, les virus ont la faculté
d’intégrer leur génome dans I’ADN des cellules hotes. Et ils peuvent étre

impliqués dans cette pathologie, puisqu’ils pourraient générer des mutations
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génétiques engendrant le cancer. L’implication du virus MMTV dans le
développement du cancer mammaire chez la souris est bien admise (Clarke et al.,
1990). En effet, cet agent infectieux se transmet de génération en génération par le
lait maternel et peut s’intégrer dans le génome de la cellule perturbant I’activité
des proto-oncogenes et accélérant la croissance cellulaire (Clarke ef al., 1990). Des
séquences d’ADN montrant une homologie avec celles du virus MMTV ont été
détectées dans le cancer du sein humain ce qui suggere que ce virus nommé
MMTV-like pourrait étre la forme humaine du virus de la tumeur (Medina, 1996).
v' facteurs hormonaux : le cancer du sein est une maladie hormono-dépendante (Morgan,
2004). Les hormones sexuelles conditionnent le développement de la glande mammaire.
Parmi les hormones, les cestrogenes jouent un rdle de régulation ou de stimulation de la
prolifération des cellules cancéreuses du sein. L’exposition totale et cumulative du tissu
mammaire aux cestrogénes semble étre un des facteurs les plus importants quant au
développement d’un cancer du sein (Higginson, 1992). Les trois moments qui ont un
impact important sur 1’incidence du cancer du sein sont I’age des premicres regles, 1’age
de la ménopause et I’age de la premicre grossesse menée a terme (Freund et al., 2005). La
multiparité, 1'age jeune de la premiére grossesse menée a terme et l'allaitement li¢ au
nombre de mois et non au nombre d'enfants allaités, semblent constituer des facteurs
protecteurs contre la survenue de cette maladie (Freund et al., 2005).
Le role de la contraception orale dans la survenue du cancer du sein parait plus important
chez la femme jeune que chez la femme agée chez qui aucune €lévation du risque n’a été
rapportée (Bakkali et al., 2003). Reste a signaler que le risque de survenue du cancer
mammaire chez les femmes utilisant la contraception orale cestroprogestative est d’autant

plus ¢élevé si la femme est porteuse du gene BRCAI et BRCA2 (Kumle et al., 2002).

1.4.6 Statut clinique

Le cancer du sein se définit comme une prolifération maligne de cellules épithéliales bordant
les canaux ou les lobules du sein appelés respectivement carcinomes canalaires ou lobulaires.
S’il y a une effraction de la membrane basale, séparant 1’épithélium du tissu conjonctif, ces
carcinomes sont dits infiltrants. Dans le cas contraire, ils sont dits carcinomes (in situ ou

intra-canalaire). 1ls possedent ou non un potentiel métastatique.
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1.4.6.1 Cancers in situ

Il y’a deux formes de cancer in situ : le carcinome canalaire in situ (CCIS) et le carcinome
lobulaire in situ (CLIS) (OMS, 2003). Il s’agit d’une lésion précancéreuse dont les cellules
néoplasiques restent confinées a I’intérieur du galactophore. Il n'y a donc pas d’envahissement
du tissu conjonctif (Page et al., 1995).

1.4.6.2 Cancers infiltrants

L'invasion est le principal signe de malignité d'une tumeur : celle-ci déborde son sicge
d'origine (la forme in situ) pour s'étendre dans les tissus voisins et éventuellement a distance
(métastase).Ce caractere infiltrant traduit la perte des propriétés habituelles d'une cellule. Les
cellules cancéreuses perdent ces propriétés normales pour en acquérir de nouvelles. Elles
acquierent une mobilité qui leur permet de se détacher du canal d’origine et de s'infiltrer dans
les tissus voisins (Puddu &Tafforeau, 2005).

1.4.7 Classification
Le cancer du sein, comme nous venons de le voir a plusieurs caractéristiques. L’ensemble de

ces caractéristiques peuvent suggérer un traitement plus appropri€, ainsi qu’un taux de survie
ou une probabilité de rechute associé. Le systéme de classification tumeur-ganglion-métastase
(tumor-node-metastasis) (TNM) est un des plus courants. Il prend en compte la taille de la
tumeur, le nombre de ganglions lymphatiques touchés, et la métastase éventuelle.
Ces trois facteurs sont alors combinés pour obtenir 5 stades :
v 0 : carcinome canalaire in situ (les cellules sont localisées dans un canal galactophore
et n'ont pas migré a I’extérieur) ou carcinome lobulaire in situ (les cellules sont
localisées dans la membrane d’un lobule).
v 1: la tumeur est inférieure a 2 cm, et le cancer ne s’est pas propagé aux ganglions.
v II: la tumeur fait plus de 2 cm (sans atteinte ganglionnaire), ou moins de 5
centimeétres et le cancer s’est propagé a 1, 2 ou 3 ganglions.
v Il : le cancer s’est propagé aux ganglions lymphatiques, et peut-étre aux tissus
voisins du muscle ou de la peau.
v" IV : le cancer a produit des métastases dans d’autres parties du corps.
La classification Scarff-Bloom-Richardson (Bloom et al, 1957), étendue par les critéres de
Nottingham (Elston et al., 1991) se base sur trois critéres histologiques :

v' le degré de différentiation architecturale

Ce parametre évalue le pourcentage de conduits formés par la tumeur. Moins il y en a,

plus la structure des tissus est désordonnée.
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v le nombre de mitoses

Plus il y a un nombre important de mitoses (signe que les cellules se divisent activement),

et plus le cancer est prolifératif.

v" Pimportance du pléiomorphisme nucléaire
Ce parametre détermine si les noyaux des cellules sont uniformes comme ceux des cellules
épithéliales, ou s’ils sont plus grands, plus sombres, ou irréguliers (pléomorphe).
Pour chacun de ces critéres, un score entre 1 et 3 est attribué. Le score cumulé de ces trois
critéres permet alors de classer le cancer parmi 3 grades :

v’ cancer possédant des cellules bien différenciées, a croissance lente, avec des risques

faibles de propagation.
v’ grade intermédiaire, ou le cancer posséde des cellules modérément différenciées.
v’ cancer possédant des cellules peu différenciées, d’évolution rapide avec des risques

plus élevés de propagation.

I.5 TUMEURS BENIGNES ET MALIGNES
Les tumeurs peuvent étre dites bénignes, c’est-a-dire bien encapsulées. Elles ont alors une
croissance lente et locale et ne récidivent pas aprés exérése. La seconde classe de tumeurs,
qualifiées de malignes, sont au contraire mal délimitées et non encapsulées. Ce sont des
cellules a croissance rapide qui tendent a infiltrer et détruire les tissus adjacents (Desjardins,
2010). Contrairement aux tumeurs bénignes, les tumeurs malignes peuvent s'avérer mortelles
(Voet, 2002). Cette distinction importante sur le plan évolutif est fortement corrélée a des
critéres macroscopiques et histologiques.
I.5.1 Tumeurs bénignes

v’ caractéres évolutifs
Les tumeurs bénignes se développent localement et restent cantonnées au tissu dans lequel
elles ont pris naissance. Leur croissance est lente. Toutefois, elles peuvent atteindre un
volume et un poids important. Elles ne récidivent pas apres ablation chirurgicale, a condition
que l’exérése soit compléte. Ces tumeurs ne métastasent jamais. Leur évolution est
généralement favorable. Toutefois, dans certains cas, elles peuvent étre la cause de
complications graves voire mortelles, en raison de leur si¢ge ou de désordres métaboliques
(College Francais des Pathologistes, 2012).

v’ caractéres macroscopiques
Il s’agit de tumeurs circonscrites, bien limitées, nettement séparées des tissus avoisinants,

parfois méme entourées par une capsule (coque faite de tissu conjonctif). Cette limitation
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explique la facilit¢ de I’exérese chirurgicale et la possibilité d’une exérese limitée a la seule
tumeur (ex : adénofibrome du sein, Iéiomyome de 1’utérus).

v’ caractéres histologiques
Le tissu tumoral reproduit de trés pres la structure du tissu initial (tumeur différenciée). Les
cellules ont une morphologie normale et ne présentent aucun caractére de malignité. Il n’y a
pas d’envahissement des tissus voisins. Les tumeurs bénignes refoulent sans détruire les tissus
sains de voisinage : elles sont expansives (ex : adénome du foie). (College Francais des
Pathologistes, 2012).
1.5.2 Tumeurs malignes
Les caracteres des tumeurs malignes ou cancers s’opposent point par point a ceux des tumeurs
bénignes (tableau I).

v’ Caractéres évolutifs
Les tumeurs malignes ont habituellement une croissance rapide. Elles donnent naissance a une
dissémination tumorale a distance (surtout par voie lymphatique et sanguine) avec éclosion et
développement de tumeurs secondaires dans d’autres visceres : les métastases. Les tumeurs
malignes ont tendance a récidiver aprés éradication locale. L’évolution, en 1’absence de
traitement, se fait spontanément vers la mort.

v Caractéres macroscopiques
Les tumeurs malignes sont mal limitées, non encapsulées ; elles détruisent et envahissent
I’organe dans lequel elles ont pris naissance, ainsi que les organes de voisinage. Leurs
contours sont irréguliers. Les foyers de nécrose et d’hémorragie sont habituels.

v Caractéres histologiques
Les cellules tumorales malignes présentent habituellement des caractéres anormaux
(caracteres cytologiques de malignité). Le tissu tumoral est plus ou moins différencié. Il

«caricature » le tissu normal orthologue. (Collége Frangais des Pathologistes, 2012).

Tableau I : tableau récapitulatif des caractéristiques des tumeurs bénignes et des tumeurs

malignes
Tumeurs bénignes Tumeurs malignes
Bien limitée Mal limitée
Encapsulée Non encapsulée
Histologiquement semblable au tissu Plus ou moins semblable au tissu
d’origine (bien différenciée) d’origine
Cellules régulieres Cellules irréguliéres (cellules
cancéreuses)
Croissance lente Croissance rapide
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Tableau I (suite) : tableau récapitulatif des caractéristiques des tumeurs bénignes et
des tumeurs malignes
Refoulement sans destruction des tissus Envahissement des tissus voisins
voisins
Pas de récidive locale apres exérese Exérese compléte difficile. Récidive
compléte possible apres exérese supposée
compléte
Pas de métastase Meétastases

1.6 ADN MITOCHONDRIAL ET CANCERS

La mitochondrie est un organite intracellulaire présent dans les cellules eucaryotes. Sa
fonction principale et indispensable a la vie cellulaire est la production d’adénosine-5'
triphosphate (ATP). Cette molécule essentielle fournit par hydrolyse I’énergie nécessaire au
métabolisme. Elle est impliquée dans la régulation de bon nombre de processus moléculaires
et cellulaires. Cet organite possede son propre ADN ainsi qu’une double membrane
comprenant une membrane externe et une interne composée de nombreux replis.

La molécule d’ADN mitochondrial (ADNmt) humaine est représentée par un double brin
d'ADN circulaire de 16569 pb (paire de bases) qui code treize polypeptides de la chaine de
phosphorylation oxydative, deux ARN ribosomiques et vingt-deux ARN de transfert. Le taux
de mutation est plus ¢levé que celui des geénes nucléaires (Rohan er al., 2010). La
mitochondrie a depuis longtemps ¢été suspectée de jouer un réle important dans le
développement et la progression des cancers. Des dérégulations dans les différents processus
impliqués dans la chaine respiratoire et ’apoptose sembleraient étre a I’origine de plusieurs
maladies. Elles pourraient étre impliquées dans le phénomene du vieillissement et I’apparition
de cancers (Warburg, 1956). Ainsi, les cellules malignes pourraient satisfaire leurs besoins
énergétiques en produisant préférentiellement leur ATP non plus par phosphorylation
oxydative, devenue inefficace, mais par glycolyse compensatoire (Cavalli & Liang, 1998). I
est désormais bien établi que des mutations germinales de 'ADNmt jouent un rdéle important
dans certaines maladies comme la neuropathie optique héréditaire de Leber ou le syndrome de
Leigh. Cependant, contrairement a ces maladies, ce sont des mutations somatiques de 'ADN
mt qui sont observées dans les cancers (Maximo ef al., 2001).

Le role exact de ces mutations somatiques de 'ADNmt dans le développement et la
progression des cancers n'est pas clairement élucidé. Ces mutations pourraient étre a l'origine
d'une dysfonction de la chaine respiratoire mitochondriale conduisant a la libération de taux
anormalement élevés d’espece réactive de I'oxygéne ROS (Audrey et al., 2006). Ces ROS

¢tant responsables de dommages oxydatifs de 'ADNmt, pourraient, a leur tour, altérer la
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respiration et ainsi générer des taux importants de ROS. Ce cercle vicieux a l'origine d'une
production croissante de ROS, réalisant une condition de stress oxydatif permanent, serait
donc favorable au processus de cancérogenése (Aurore et al., 2010). En effet, par
l'intermédiaire des 1ésions de ’ADNn qu'elles produisent, en particulier au niveau des
oncogeénes et des genes suppresseurs de tumeur, les ROS jouent un réle important dans
l'initiation et la promotion de la cancérogenése (Shinohara & Adachi, 2010). Il n'est cependant
pas exclu que les mutations de ' ADNmt survenant au cours des cancers ne soient, en fait, que
la conséquence de Iésions oxydatives liées a une production accrue de ROS induite par le
processus tumoral lui-méme selon un mécanisme qui reste jusqu'alors inconnu (Aurore ef al.,

2010).

Figure 4 : Organisation de I’ADN mitochondrial humain (Anderson et al., 1981).

HSP : promoteur du brin lourd, LSP : promoteur du brin léger, On: origine de
réplication du brin lourd. O.: origine de réplication du brin léger. Boucle D : boucle de
déplacement ou DLoop. ND : génes des sous-unités du complexe I. Cyt b : geéne du
cytochrome b (complexe III). CO : génes des sous-unités du complexe IV. ATP : génes
de sous-unités de ’ATPase. 12S et 16S : genes des ARN ribosomaux. Ala, Asn, Asp, Arg,
Cys, F-met, Gln, Glu, Gly, His, Ile, Leu, Lys, Phe, Pro, Ser, Thr, Trp, Tyr, Val : ARN de
transfert.
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1.7 ONCOGENE B-RAF

B-RAF fait partie de la cascade de signalisation RAF-MEK-ERK qui régule la croissance
cellulaire, la prolifération et la différentiation en réponse a une stimulation par des facteurs de
croissance, des cytokines et des hormones (Robinson & Cobb, 1997). BRAF est une
sérine/thréonine kinase appartenant a la famille des protéines RAF, codée par le géne BRAF.
La famille des protéines RAF comporte 3 isoformes : ARAF, BRAF, et CRAF. Le premier
geéne RAF (v-Raf), dénommé ainsi pour « Virus-induced Rapidly Accelerated Fibrosarcomay,
a été caractérisé dans un virus de sarcome murin en 1983 par Mark et Rapp (1984). Deux ans
apres sa découverte, son premier homologue humain fonctionnel, CRAF, a été cloné a partir
de cellules humaines. Le géne CRAF, aussi connu sous le nom de RAF-1, est composé de 80
626 paires de bases, avec 17 exons sur le chromosome 3p25, codant pour un ARNm (Acide
ribonucléique messager) de 3 291 nucléotides et un peptide de 648 acides aminés. Par la suite,
les isoformes ARAF et BRAF ont été caractérisées (Roskoski, 2010). Le gene ARAF est situé
sur le chromosome X p11.4-11.2 et code pour un ARNm de 1821 nucléotides et un peptide de
606 acides aminés. Le gene BRAF, situ¢ sur le chromosome 7q34, est composé de 18 exons et
code pour un ARNm de 2949 nucléotides et un peptide de 766 acides aminés. ARAF, BRAF et
CRAF partagent 3 domaines conservés appelés « CR » (Figure 5), dont le domaine N-terminal
CRI1, qui contient le domaine de liaison a RAS et un domaine riche en cystéine ; le domaine
CR2, riche en sérine/thréonine et qui contient un domaine de liaison 14-3-3; et le domaine C-
terminal CR3, qui posseéde I‘activité kinase et contient un domaine de liaison 14-3-3. Comme
dans toutes les protéines kinases, la position de I’ATP (adénosine triphosphate) est déterminée
par une boucle fixant le phosphate (boucle-P), trés conservée au cours de 1’évolution. Il y a
76% d’homologie entre les séquences d’acides aminés de BRAF et CRAF, et 74% entre BRAF
et ARAF (Ikawa et al., 1988).

Ve00E
CR1 CR2 CR3 |
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de liaison d’activation
a RAS

Figure 5: Représentation des 3 domaines structuraux de BRAF (Huang et al., 2013).
CR : Conserved region, RBD : RAS bindingdomain, CRD : Cysteinrichdomain
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1.8 VOIE DE SIGNALISATION ET CANCERS

Depuis la découverte des oncogenes et des genes suppresseurs de tumeurs, et grace aux
progres de la biologie moléculaire, le cancer apparait comme une maladie de la signalisation.
En effet, selon le concept proposé¢ par Hanahan et Weinberg (2000), les six propriétés
caractéristiques des cellules tumorales aboutissant a une indépendance de croissance, une
insensibilité aux signaux anti-prolifératifs, une résistance a la mort cellulaire, une prolifération
illimitée, une capacité accrue a induire 1’angiogenése et une propension a l’invasion et la
dissémination, sont imputables a des anomalies de la signalisation. A ces six propriétés
s'ajoutent deux caractéristiques : la capacité de reprogrammation du métabolisme énergétique
et I'échappement au systéme immunitaire (Hanahan & Weinberg, 2011). Depuis, 1’¢lucidation
de mécanismes moléculaires clés a permis d’identifier les principales voies de signalisation
impliquées dans ’oncogenese. Environ 20% des 32 000 genes humains codent des protéines
impliquées dans la transduction du signal, incluant des récepteurs transmembranaires, plus de
520 protéines kinases et 130 protéines phosphatases (Blume-Jensen & Hunter, 2001). Deux
voies majeures, la voie des RAS/RAF/MAPK (Rat Sarcoma/ Rat Fibrosarcoma virus/
Mitogen Activated Protein Kinase) et la voie des PI3K/AKT (Phosphatidylinositol 3-OH
kinase/ Protéine kinase B) sont impliquées dans la signalisation cellulaire en aval des
récepteurs a tyrosine kinase, et font ’objet d’un développement intensif depuis pres de 20 ans.
L’inhibition de ces voies de signalisation conditionne directement I’activité des thérapies
ciblées dirigées contre des récepteurs a tyrosine kinase comme les récepteurs HER (Human
Epidermal growth factor Receptor). Le controle de ces voies de signalisation demeure

actuellement un challenge important.

1.9 SIGNALISATION PI3K/AKT ET MAPK/ERK1/2 DANS LE CANCER DU SEIN

Le cancer du sein est une pathologie trés complexe présentant une grande hétérogénéité. Les
avancées en biologie moléculaire ont permis de mettre en évidence un grand nombre
d’aberrations génomiques. A I’exemple aux types d’altérations chromosomiques observées
dans les tumeurs solides (Olivier ef al., 2001). Certaines anomalies sont propres aux cellules
tumorales : translocations spécifiques, et structures porteuses d'amplifications géniques, mais
aussi des anomalies complexes. De plus, il existe souvent une certaine hétérogénéité des
profils chromosomiques entre cellules d'une méme tumeur (évolution clonale) (Marc, 2012).
Certaines anomalies sont particuliérement observées dans toutes les proliférations malignes :
on distingue les translocations avec fusion de genes entrainant un gene chimérique de celles

qui dérégulent un gene par effet de position ; les gains de tout ou partie de chromosome avec
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le cas particulier de I’amplification génique ; les pertes de tout ou partie de chromosome. Des
translocations sont de plus en plus souvent observées dans les cancers solides (Olivier et al.,
2001). Beaucoup de ces aberrations convergent vers quelques voies de signalisation clés,
incluant PI3K/Akt et Ra/MEK/ERK (Polyak & Metzger Filho, 2012). Les altérations de ces
deux voies de signalisation sont impliquées dans la prolifération incontrélée, la survie, la
migration et la formation de métastases (Hanahan & Weinberg, 2011).
v’ Signalisation PI3K/Akt
La signalisation PI3K/Akt est la voie dont les composants sont les plus fréquemments mutés
et/ou amplifiés dans le cancer du sein, apres le géne suppresseur de tumeur p53 (Paplomata &
O’Regan, 2014). Environ 25% des cancers du sein présentent une mutation du gene PI3KCA
qui est particulierement associée aux sous-types cliniques ER+ et HER2 amplifiés (Cancer
Genome Atlas Network, 2012). Par ailleurs, la voie PI3K/Akt est fréquemment suractivée
dans les cancers du sein en raison de la dérégulation d’activateurs en amont de la voie
(surexpression de HER2 et d’IGFR1) ou de la dérégulation d’inhibiteurs (perte d’expression
ou mutation inactivatrice de PTEN et d’INPP4B). Ainsi, les altérations génétiques et
I’activation constitutive de la voie PI3K/Akt contribuent au développement tumoral des
cancers mammaires dans leur ensemble (Saini et al., 2013).
v’ Signalisation Raf-MEK1/2-ERK1/2

Si des mutations affectant Ras ou Raf sont fréquentes dans plusieurs types de cancer, de telles
altérations restent rares dans le cadre du cancer du sein (Cancer Genome Atlas Network,
2012). MEKK1 (MAPKK) est retrouvé muté dans 14% et 5% des cancers luminaux A et B,
respectivement (Cancer Genome Atlas Network, 2012). Malgré ces observations, des
arguments expérimentaux valident I’importance de la voie Ras/MAPK dans le cancer du sein
et particulicrement dans les phénotypes agressifs. L’expression de genes signatures de la voie
ERK1/2 est augmentée dans les cancers de type triple négatif TNBC et « basal-like »(Giltnane
& Balko, 2014), par rapport a la tumeur primaire, I’activation de ERK1/2 (phosphorylation)
est augmentée au niveau des sites métastatiques (Adeyinka et al/, 2002) et [D’altération des
mécanismes de régulation négatifs de la voie ERK1/2 est particulierement associée aux
phénotypes « basal-like » (Giltnane & Balko, 2014). Hoeflich et al., (2009) ont montré que les
modeles de cancer du sein « basal-like » sont plus sensibles a I’inhibition de MEK1/2 que les
modeles de phénotypes luminaux et HER2 amplifiés. Enfin, la dérégulation de 1’expression de
RTKs fréquente dans les cancers du sein sous-tend une activation anormale des voies de

signalisation en aval (Giltnane & Balko, 2014).
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1.10 BRAF DANS LA VOIE DES MAPK

1.10.1 BRAF dans la cellule normale

Les protéines RAF sont des enzymes situées dans la cascade de signalisation cellulaire dite
des MAP kinases, ou MAPK (Mitogen-activatedprotein kinases), une voie intracellulaire
essentielle pour la croissance, la différentiation et la survie cellulaires (Avruch, 2007).

Bien que chaque isoforme joue un rdle dans cette voie de signalisation, BRAF est le principal
activateur de MEK, la kinase située juste en aval des protéines RAF dans la voie des MAPK.
BRAF a un role majeur de transduction du signal au sein de la voie des MAPK. Dans une
cellule normale, la voie des MAPK transforme les divers stimuli extracellulaires tels que
ceux transmis par les récepteurs couplés aux protéines G, les récepteurs de facteurs de
croissance, les intégrines ou les récepteurs de cytokines en réponses intracellulaires. Cette
grande famille de kinases contient principalement trois sous-familles : les MAPK JNK (c-jun
N-terminal kinase) et ses trois isoformes JNK1, JNK2 et JNK3 ; les MAPK p38 et les formes
a, B, v, 0 et les MAPK ERK avec ERK1, ERK2, ERK3, ERK4, et ERKS. Ces MAPK régulent
de fagon coordonnée plusieurs processus cellulaires dont la prolifération, la différenciation, la
mobilité, la réponse au stress et la survie. Exprimées de maniere ubiquitaire, les MAPK ERK1
et 2 sont rapidement activées a la suite d’une cascade de phosphorylations en réponse a la
liaison de facteurs de croissance a leurs récepteurs. Bien que le mode d’activation des
récepteurs différe, les signalisations convergent toutes vers I’activation des protéines RAS.
Chez I’humain, trois genes RAS codent pour quatre protéines hautement homologues (85%)
de 21 kDa : HRAS, NRAS, KRAS4A et KRAS4B (ces deux dernicres étant issues d’un
épissage alternatif). Les protéines RAS activées régulent un réseau complexe d’effecteurs en
aval des récepteurs membranaires présents a la surface cellulaire. Sous leur forme active liée
au GTP, les protéines RAS recrutent I'une des trois isoformes de RAF (ARAF, BRAF,
CRAF). A la membrane, la protéine RAF est activée par un jeu de
phosphorylation/déphosphorylation, ce qui modifie sa conformation et dévoile des sites de
dimérisation. Cela permet la formation d’homodimeéres ou d’hétérodimeres tels que les
dimeres BRAFCRAF qui sont ceux dont I’activité kinase est la plus puissante (Rushworth et
al., 2006). Ces dimeres activent a leur tour par phosphorylation les protéines kinases MEK1/2.
La présence d’un domaine d’export nucléaire sur les protéines MEKI1/2 permet leur
localisation cytoplasmique ou elles activent par phosphorylation les sérine/thréonine kinases
ERK1/2, aussi connues sous le nom de p44/p42 MAPK. Une fois activées, les kinases
ERK1/2 se détachent de MEK1/2 et phosphorylent de nombreux substrats membranaires et
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cytoplasmiques avant de migrer dans le noyau pour y phosphoryler des facteurs de
transcription, régulant ainsi I’expression de plusieurs génes (Ramos, 2008)

1.10.2 BRAF dans la cellule cancéreuse

La substitution BRAF V600E compte pour 80 % des mutations ; elle serait impliquée dans
66% des mélanomes malins (Rajagopalan er al., 2002), et elle est impliquée aussi dans
plusieurs autres cancers dont le cancer du sein (Wang et al., 2015). La plupart de ces
mutations se trouvent dans l'exon 15 de ces tumeurs, et la mutation V60OE était la plus
fréquente (initialement décrite comme V599E) (Kimura et al., 2003). Les mutations
oncogenes de BRAF entrainent une augmentation de la fonction kinase, rendant ainsi la voie
RAF-MEK-ERK constitutivement active en l'absence de facteurs de croissance spécifiques.
La mutation BRAF V600E, de loin la plus fréquente, affecte de fagon importante son activité
sérine/thréonine kinase. BRAF V600E a une activité catalytique 500 fois supérieure a la
protéine normale (Kimura et al., 2003). La conjonction des connaissances biochimiques,
génétiques et cellulaires associées a la recherche systématique d’inhibiteurs de kinase depuis
le début des années 1980 a permis de développer des inhibiteurs spécifiques de la forme

mutée de BRAF qui sont maintenant utilisés chez ’'Homme.
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INTRODUCTION

Malgré les progreés considérables réalisés au cours de la derniére décennie dans la
compréhension du réle des geénes de réparation des mésappariements, des oncogenes et des
geénes suppresseurs de tumeurs, plusieurs aspects du processus de cancérogenése restent
encore flous. A cet égard, la découverte de mutations et de délétions dans 'ADNmt (Sarzi &
Rotig, 2010) des cellules tumorales a focalisé 'attention sur ces organites cytoplasmiques en
tant que facteurs concomitants dans le début ou la progression des tumeurs (Shay & Werbin,
1987). La mitochondrie a depuis longtemps été suspectée de jouer un rdle important dans le
développement et la progression des cancers. Des dérégulations dans les différents processus
impliqués dans la chaine respiratoire et ’apoptose sembleraient étre a I’origine de plusieurs
maladies (Faitg et al., 2017). Elles pourraient étre impliquées dans le phénomene du
vieillissement et I’apparition de cancers (Faitg et al., 2017). De nombreuses altérations
mitochondriales associ€es aux cancers ont €té identifiées et décrites dans la littérature. Ces
altérations incluent des modifications d'expression des genes mitochondriaux , des anomalies
mitochondriales structurales, quantitatives ou des anomalies des composants enzymatiques de
la chaine respiratoire (Selak et al., 2005) et, plus récemment, grace au développement des
techniques de biologie moléculaire, des mutations de I'ADNmt. La fréquence des mutations
de ’ADN mitochondrial est élevée par rapport a celle des mutations des génes nucléaires en
raison du faible nombre de réparation de I’ADNmt, de la présence d’un niveau élevé d’espece
réactives de ’oxygéne (ROS) a sa proximité et de I’absence des protéines protectrices (les
histones) contre les agents mutagenes (Rohan et al., 2010).

Dans ce chapitre, [I’hypothése d’une implication des mutations du MT7-CYB dans la
carcinogenése mammaire chez les femmes sénégalaises a été émise. Donc nous allons faire
une étude comparative du polymorphisme, de la diversité, de la différenciation et de
I’évolution génétique du MT-CYB entre les patientes atteintes de tumeurs bénignes, des

tumeurs malignes du sein et des sujets de contrdle.

I1.1 MATERIEL BIOLOGIQUE ET POPULATION D’ETUDE

Cette étude a obtenu I’approbation du comité d’éthique et de la recherche de l'université
Cheikh Anta Diop de Dakar. Trois populations ont été constituées dans cette étude. Il s’agit
du groupe des témoins, du groupe des patientes atteintes de tumeurs bénignes et du groupe
des patientes atteintes de tumeurs malignes. Des prélévements de sang total ont été obtenu sur
tube EDTA chez les sujets de contrdle. Pour les patientes, une piece tumorale a été obtenue

apres une intervention chirurgicale. Les tissus ont été conservés dans de 1’alcool 96% pour
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assurer I’intégrité de la molécule d’ADN. L’étude porte sur soixante-treiz (73) prélévements
chirurgicaux composés (35) de tumeurs bénignes (TB) et (38) de tumeurs malignes (TM) et

(20) prélevements de sang total chez les sujets de contrdle.

I1.2 ETUDE GENETIQUE
I1.2.1 Extraction D’ ADN

v Des tissus :
L’extraction d’ADN des tissus mammaires a €té réalisée grace a la méthode Standard Qiagen
(Kit Qiagen Dneasy Tissue). Les tissus ont ¢té¢ broyés dans 180 ul de tampon de digestion
(ATL) contenant des détergents qui entrainent une dissociation des tissus et une
individualisation des cellules. 20 pl de protéinase K ont été ajoutés pour dégrader toutes les
protéines, apres une incubation a 55°C pendant toute une nuit. Les débris tissulaires ont été
éliminés aprés centrifugation rapide et récupération du surnageant. A cette solution, 200 pl de
tampon de lyse cellulaire (AL) ont été ajoutés puis un passage immédiat au vortex et une
incubation pendant 10 minutes a 70°C. La phase suivante consistait a ajouter 200ul d’éthanol
absolu, a vortexer et a transvaser le mélange obtenu sur une colonne que nous avons placée au
préalable sur un tube collecteur de 2 ml (fourni dans le Kit), puis a centrifuger a 1361.356
rad/s pendant une minute pour retenir ’ADN au niveau de la membrane de la colonne
(membrane silice). En effet, I’ADN chargé négativement se fixe, par interactions ioniques, sur
la membrane de silice chargée positivement. Par contre les protéines, les lipides et les
polysaccharides sont ¢liminés. L’ADN fixé sur la colonne a été ensuite purifié pour éliminer
toutes traces de contaminant. Ce lavage a été réalisé par ajout successif de 500 ul de chacun
des 2 tampons (AWI1 et AW2) qui passent a travers la membrane par centrifugation a 13000
rpm pendant respectivement 1 et 3 minutes. 50 pl de tampon AE au préalable incubé a 70°C
pour augmenter le rendement de 15 a 20% ont été directement versés sur la membrane que
nous avons placée sur un tube de 1,5 ml pour recueillir I’ADN. Juste apres cette étape I’ADN
est conservé a -20°C. La qualité de I’ADN a été vérifiée par migration électrophorétique a
partir d’un gel d’agarose de 1,5% a 100 volts pendant 30 min. Le gel a été placé sous UV pour
une visualisation apres un bref passage au bromure d’Ethidium.

v" Du sang :
Pour I’extraction des préleévements du sang, le méme protocole a été appliqué a la seule
différence qu’étant donné que le sang est constitué¢ de cellules déja individualisées, 20 pl de
protéinase K et 200 ul de tampon AL ont été directement ajoutés aprés avoir prélevé 200 pl

du liquide biologique.
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I1.2.2 Choix du géne étudié

Dans cette présente étude, le gene MT-CYB a été choisi. Le MT-CYB est une région de plus
d’un millier de paires de bases du génome mitochondrial, situé entre les positions 14747 et
15887 (Anderson et al., 1981). Il est également connu sous le nom de complexe bel (en
raison des cytochromes b et ¢l qui le constituent) ou ¢ réductase de I'ubiquinol-cytochrome. Il
est impliqué dans le transfert d'électrons transmembranaires par lequel I'énergie d'oxydo-
réduction est convertiec en une force protomotrice. Il est la seule des 11 sous unités du
complexe III a étre codée par I’ADNmt, et avec la protéine du cytochrome cl et le sulfure de
fer, il forme le noyau catalytique de ’enzyme (Blakely et al., 2005). En d’autres termes, le
complexe III joue un role essentiel dans les cellules (BlanKenship & Robert, 2009).
L’avantage de la recherche des mutations sur ’ADNmt est divers :

v' chez I’humain, il ne compte que 37 génes, alors que I’ADN humain en compte
quelque 24500 (IHGSC, 2004). 11 est en général mieux conservé et évidemment,
beaucoup plus vite décodé (Calvo et al., 2016).

v’ les génes mitochondriaux ont un taux de mutation plus élevé que les génes nucléaires.
Les mitochondries semblent avoir perdu un systéme de réparation ADN efficace. Ces
caractéres spécifiques sont probablement la cause de 10 a 17 fois plus d’accumulation
de polymorphismes dans I’ADNmt par rapport a I’ADN nucléaire (Wallace, 2012). Ce
qui est un avantage de les utilisés comme marqueurs, particuliérement intéressantes
pour les diagnostique des maladies surtout le cancer qui est une maladie des mutations
génétiques.

v' ’ADN mitochondrial se caractérise par une transmission quasi maternelle. Cela
simplifie donc énormément I’étude des filiations meére-enfant et la datation des

lignées. Il permet aussi de retracer l'origine familiale d'une maladie.

I1.2.3 Amplification en chaine par polymérase du M7-CYB et séquencage

L’amplification a été réalisée dans un volume réactionnel de 43ul contenant 28,9 pl d’eau
MilliQ, 5 pl de Tampon (10X) qui contient des ions Mg2+ a une concentration initiale de 15
mM, 2 pl de ANTP, 5 pl de 'amorce : H15915 (TCT-CCA-TTT-CTG-GTT-TAC-AAG-AC)
et L14723 (ACC-AAT-GAC-ATG-AAA-AAT-CAT-GGT-T) ; 0,1l de Taq polymérase et de
2ul d’extrait d’ADN. Elle a été effectuée par la répétition de cycles qui assure une
multiplication par 2 de I’ADN cible a chaque cycle. La PCR a lieu dans un thermocycleur de
type Eppendhorf dans les conditions suivantes : dénaturation préliminaire a 94°C (3 minutes),

suivi d’une répétition de 40 cycles de dénaturation initiale a 94°C (45 secondes),
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d’hybridation a 50°C (1 minute) et d’élongation des brins d’ADN complémentaire a 72°C
pendant (1 minute 30s) et est bouclée par une élongation finale a 72°C (10 minutes). Le
produit PCR a été vérifié par migration électrophorétique sur gel d’agarose de 1,5% a 100
volts pendant 30 min. Les réactions de séquencage ont été effectuées dans un thermocycleur
de type PTC-225 ABI PRISM et un séquenceur 3730xlI ABI avec I’amorce
TCTCCATTTCTGGTTTACAAGAC.

I1.2.4 ANALYSES MOLECULAIRES

I1.2.4.1 Nettoyage et alignement des séquences du MT-CYB

Les séquences du MT-CYB, des trois groupes (témoins, tumeurs bénignes et tumeurs
malignes), sont minutieusement vérifiées, corrigées et alignées avec le logiciel BioEdit
version 7.0.8 (Hall, 1999). L’alignement est en effet une étape importante de 1’analyse des
données. Il sert notamment, a mettre en évidence, les similitudes entre les séquences en
retrouvant la position des délétions ou des insertions probables.

11.2.4.2 Polymorphisme et diversité génétique du M7-CYB

Pour estimer la diversité génétique des tumeurs malignes, des tumeurs bénignes et ainsi aux
témoins, nous avons déterminé le nombre de sites variables et invariables, le nombre de sites
informatifs, le nombre total de mutations, le nombre d’haplotypes, le nombre moyen de
différences nucléotidiques, la diversité haplotypique (h) et nucléotidique (), grace au logiciel
DnaSP version 5.10 (Librado & Rozas, 2009). Les fréquences nucléotidiques et la nature des
mutations (% de transitions et de transversions) ont été calculées avec le programme MEGA
version 6.06 (Tamura ef al., 2013).

I1.2.4.3 Etude de la variabilité des acides aminés du MT-CYB

Les variations des acides aminées permettent d’évaluer la diversité protéique inter-groupe.
Cette diversité protéique est basée sur la comparaison des fréquences des acides aminés au
niveau des trois groupes (tumeurs malignes, tumeurs bénignes et témoins). Ainsi, le MT-CYB
étant un geéne codant, les séquences nucléotidiques ont été traduites en séquences d’acides
aminés sous MEGA 6 version 6.05 (Tamura et al., 2013). En effet, la traduction a été faite en
utilisant le cadre de lecture le plus approprié. Pour une séquence d’ARN donnée, il existe 3
cadres de lecture possibles correspondant a I’enchainement des triplets de base le long de la
portion. Ainsi, le meilleur cadre de lecture est celui qui présente le moins de codon stop
compar¢ aux deux autres. En outre, le niveau de significativité des variations de fréquences
d’acides aminés entre les trois groupes a été mis en évidence par le test chi2 avec un niveau

de significativité (P-value) de 0,05.
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11.2.4.4 Analyse de la différenciation génétique du M7-CYB

L’analyse de la différenciation génétique permet de rendre compte du degré de différenciation
génétique inter-groupe du MT-CYB. Pour cela, deux parameétres ont été mis en évidence : la
distance génétique et I’indice de différenciation génétique (Fst).

Les distances génétiques entre tumeurs malignes, tumeurs bénignes et témoins au niveau intra
et inter groupes ont été explicitées par la distance génétique de Nei (Nei, 1998) grace au
logiciel MEGA version 6.06 (Tamura ef al., 2013).

La détermination de I'indice de différenciation génétique (Fst) a été faite sous Arlequin
version 3.1 (Excoffier et al., 2005). Le niveau de significativité du Fst a été retenu a 0,05.
I1.2.4.5 Tests de signature de sélection du M7T-CYB

Nous avons fait des tests démo-génétiques qui comparent le niveau d’ajustement entre la
diversité aux trois groupes et des valeurs théoriques attendues. Parmi ces tests : le D de
Tajima (Tajima, 1989), le D*et F* de Fu et Li (Fu & Li, 1993) et du H de Fay et Wu (Fay &
Wu, 2000) et le R2 de Ramos (Ramos, 2002). Ces différents estimateurs s’obtiennent avec les
programmes DnaSP version 5.10 (Librado & Rozas, 2009) et Arlequin version 3.5.1.3
(Excoffier et al., 2010). En choisissant comme hypothése de départ que le gene MT-CYB soit
sous s¢lection positive, 1’existence d’une quelconque sélection a été appréhendée par une
positivité (dN > dS) grace au logiciel MEGA 6 avec dN est le taux de substitution non-
synonyme et dS est le taux de substitution synonyme. Ce test a été effectué en utilisant le
modele Nei-Gojobori et la méthode pairwise délétion. Une valeur de P < 0,05 a été considérée
comme significative avec une valeur de bootstrap de 10000 réplications. Apres les tests démo-
génétiques nous avons déterminé I’analyse de la disparité de distribution (Mismatch
distribution), qui est la représentation graphique de la distribution de distances génétiques
existant entre les individus. L’analyse de Mismatch s’accompagne de deux indices qui testent
la qualité¢ d’ajustement de la distribution. Ces indices sont la SSD (somme de carrées des
déviations) et le Rag (indice d’irrégularité). Les graphes sont construits avec le logiciel
DnaSP version 5.10 (Librado & Rozas, 2009). Les indices SSD et Rag ont été obtenus avec le
logiciel Arlequin version 3.5.1.3 (Excoffier et al., 2010).

I1.3 RESULTATS ET DISCUSSION
I1.3.1. RESULTATS
Un total de 93 échantillons (20 pour les témoins, 35 pour tumeurs bénignes et 38 pour les

tumeurs malignes) a été séquencé et analysé.
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I1.3.1.1 Etude de la diversité génétique du MT-CYB

L’analyse du tableau VIII révele une plus grande diversit¢ du M7-CYB au niveau des
tumeurs malignes comparées aux tumeurs bénignes et aux témoins. Cette diversité accentuée
sur les tumeurs malignes se matérialise par un nombre élevé de sites variables (143) par
rapport aux TB (10) et aux témoins (7). Nous remarquons aussi un nombre total de mutations
plus élevé pour les TM (177) comparés aux TB (12) et aux témoins (7). Un nombre
d’haplotype plus ¢levé pour les TM (36) que les TB (10) et les témoins (7). Le nombre moyen
de différences nucléotidiques (k) est plus élevé aux niveaux de TM (31,307) comparés aux TB
(1,479) et aux témoins (0,958). Nous constatons que les pourcentages de transitions sont plus
importants que ceux des transversions chez les tumeurs malignes et les tumeurs bénignes ainsi
que les témoins avec respectivement (87,17 %), (85,62%) et (66,72%). Par contre les
pourcentages de transverions sont plus élevés aux niveaux des TM (33,28%) par rapport aux
TB (12,83) et aux témoins (14,38 %) (Tableau II). L’analyse des indices de diversité révele de
fortes diversités haplotipyques de (0,996), (0,805) et (0,584) respectivement au niveau des
tumeurs malignes, tumeurs bénignes et témoins contre de faibles diversités nucléotidiques
(0,06402), (0,00301) et (0,00195) (Tableau II).

Nous remarquons aussi une forte variabilté génétique au niveau de TB comparés aux témoins

(Tableau II).

Tableau II: Valeurs des indices de diversité génétique de chaque population du M7-CYB

Taille échantillon, n 20 35 38
Nombres de sites, N 492 492 492
Nombre de sites invariables 485 482 346
Nombre de sites variables 7 10 143
Nombre de sites variables 5 6 38
non-informatifs

Nombre de sites variables 2 4 105
informatifs

Nombre total de mutations, 7 12 177
Eta

Nombre d’haplotypes, h 7 10 36
Nombre moyen de différences 0,958 1,479 31,307
nucléotidiques (k)

Transitions 85,62 87,17 66,72
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Tableau II (suite) : Valeurs des indices de diversité génétique de chaque population

Transversions 14,38 12,83 33.28
R (Taux de Transitions 19,484 5,513 1,879
/Taux Transversions)

Diversite haplotypique (hd) 0,584 0,805 0,996
Diversité nucléotidique () 0,00195 0,00301 0,06402

Dans le diagramme des fréquences nucléotidiques (figure 6), nous voyons que les bases G et

T sont les plus dominantes avec respectivement 35,98% et 29,47% pour les témoins ; 35,99%

et 29,43% pour les TB et en fin 34,24% et 29,63% pour les TM. Nous remarquons aussi une

prédominance d’A +G par rapport a T+C dans tous les groupes.
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Figure 6 : Fréquences nucléotidiques des séquences du M7T-CYB

11.3.1.2 Variabilité des acides aminés du M7-CYB

B Tumeurs malignes
Tumeurs bénignes

B Témains

Nous constatons que la fréquence de chaque acide aminé du MT-CYB se différencie

légérement entre témoins, tumeurs bénignes et tumeurs malignes sans aucune signification

35
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statistique. Cependant nous observons des valeurs significatives

Témoins vs TB et entre Témoins vs TM (Tableau III).

Tableau III : fréquences des acides aminés du M7T-CYB

sur la glutamine entre

Acides Témoins Tumeurs Tumeurs P-value P-value P-value

aminés bénignes malignes Tvs TB T vs TM TB vs TM
Ala 0,666 0,648 0,495 0,9944 0,944 0,9495
Cys 4,701 4,693 2,865 0,9991 0,7638 0,7647
Asp 5,251 5,251 4,765 NA 0,870 0,870
Glu* 0 0,495 0,420 0,0301* 0,0380* NA
Phe 2,667 2,671 3,095 0,9908 0,9363 0,9369
Gly 21,373 21,331 20,024 0,9974 0,9172 0,9197
His 1,393 1,393 2,06727 NA 0,697 0,697
Ile 2,667 2,690 2,175 0,9965 0,9201 0,9204
Lys 2 1,850 2,565 0,9728 0,906 2,565
Leu 20,673 20,702 20,767 0,9982 0,9942 0,9916
Met 6,002 6,010 5,819 0,9992 0,9807 0,9798
Asn 2,667 2,671 2,246 0,9994 0,9323 0,9317
Pro 5,144 5,144 4,870 NA 0,922 0,922
Gln 1,333 1,354 1,521 1,354 0,9605 0,9651
Arg 7,335 7,498 6,545 0,9845 0,9227 0,9073
Ser 3,334 3,319 3,980 0,9979 3,334 0,9124
Thr 5,716 5,716 6,131 NA 1 1
Val 10,003 10,036 11,126 0,9973 0,9092 0,9119
Trp 8,636 8,509 7,960 8,509 0,939 0,9503
Tyr 2 2,003 2,405 0,9995 0,9313 0,9319
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11.3.1.3 Différenciation génétique du M7-CYB

Les valeurs de distance génétique (d) au niveau intra et inter tissulaire et le degré de
différenciation génétique (Fst) entre témoins et tumeurs bénignes et entre témoins et tumeurs
malignes ainsi que tumeurs bénignes et tumeurs malignes sont consignés dans le tableau IV.
L’analyse des distances génétiques entre témoins et tumeurs malignes ainsi que tumeurs
bénignes et tumeurs malignes a révélé une grande distance génétique (d=0,141), approuver
par un degré de différenciation génétique qui montre un Fst significativement fort avec des
valeurs de 0,40425 et 0,45955 respectivement entre témoins et tumeurs malignes ainsi que
tumeurs bénignes et tumeurs malignes avec des p-value=0,00. Par contre I’analyse de
distance génétique entre témoins et tumeurs bénignes a révélé une faible distance génétique
(d=0,003), témoigner par un Fst significativement faible (0,02805) avec un p-value=0,05.
Nous constatons aussi qu’a I’intérieure des tumeurs malignes la valeur de la distance
génétique (d=0,123) est supérieure a celles des témoins (d=0,001) et des tumeurs bénignes
(d=0,004).

Tableau IV: distances génétiques intra et inter-groupe et indice de différenciation (Fst) du

MT-CYB
Groupes Distances génétiques | Distances génétiques Fst
Intra-groupe inter-groupe
Témoins 0,001
0,003 0,02805
Tumeurs bénignes P-value=0,05
Témoins
0,141 0,40425
Tumeurs 0,123 P-value=0,00
malignes
Tumeurs bénignes 0,004 0,45955
0,141 P-value=0,00
Tumeurs
malignes

I1.3.1.4 Tests de signature de sélection

Sous I’hypothése d’une sélection positive (AN > dS) la valeur de la probabilité pour les
témoins est de 0,489 et pour les TB et TM sont égales a 1 avec des valeurs de p respectives
(0,02 et 0,00 < 0,05). Donc a partir de ces résultats, ’hypotheése de départ est acceptée par
conséquent les substitutions au niveau des témoins, des tumeurs bénignes et malignes suivent

une sélection positive. Pour le D de Tajima, les valeurs des témoins (-0,07919 ; p=0.53100),
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TB (-0,11377; p=0,54900) et TM (-0,10204; p=0,56300) sont négatives et non
significatives.

Les tests de D* et F* de (Fu & Li) sont négatifs et non significatifs pour les trois groupes. Le
test de H de (Fay & Wu) est positif et non significatif pour les témoins, par contre il est
négatif et non significatif pour les TB et TM. Les valeurs sont consignées dans le tableau V.
Contrairement aux autres indices pour ceux de R2 de Ramos les valeurs de témoins
(0,16259 ; p=0), TB (016105 ; p=0) et TM (0,16260 ; p=0) sont positives et significatives.
Tableau V: valeurs du Test de signature de sélection du M7-CYB

Parameétres | Témoins Tumeurs Tumeurs P-value P-value P-value
bénignes malignes Témoins TB ™
dN/Ds 0,489 1 1 0,02 0,00 0,00
D de -0,07919 -0,11377 -0,10204 0,53100 0,54900 0,56300
Tajima

D* de Fuet | -0,03235 -0,11374 -0,06874 0,47700 0,47500 | 0,46600
Li

F* de Fu et -0,08073 -0,09510 -0,06902 0,47300 0,48800 0,47300
Li

H de Fay et 0,34604 -0,24373 -0,31893 0,30900 0,34800 0,35000
Wu
R2 0,16259 0,16105 0,16260 0,00000 0,00000 0,00000

I1.3.1.5 Analyse de la disparité de distribution (Mismatch distribution) du M7-CYB

La disparité de distribution (Mismatch distribution), des paires de base pour le MT-CYB entre
les trois groupes, montre les fréquences attendues et observées (trait plein et pointillé
respectivement) des différences par paire entre les échantillons (Figure 7). Sous I’hypothese
d’une population constante ou d’une population en expansion, nous avons une distribution
unimodale pour les témoins et les tumeurs bénignes. Cependant la distribution est

multimodale pour les tumeurs malignes.
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Figure 7 : courbes de mismatch distribution des témoins (a), tumeurs bénignes (b) et tumeurs

malignes (c).
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Les valeurs SSD, témoins (0,00513 ; p=0,7400), TB (0,00566 ; p=0,36000) et TM (0,00255 ;
p=0,99000) sont positives et non significatives pour les trois groupes (tableau VII). Les
valeurs de Rag, témoins (0,05537; p = 0,96000), TB (0,08938; p = 0,19000) et TM (0,00341 ;
p=0,97000) sont positives et non significatives (tableau VI).

Tableaux VI : valeurs des SSD, des Rag, et leurs P-values

Témoins Tumeurs bénignes Tumeurs malignes
0,00513 0,00566 0,00255

SSD P-value= 0,7400 P-value= 0,36000 P-value= 0,99000
0,05537 0,36000 0,00341

Rag P-value= 0,96000 P-value= 0,19000 P-value= 0,97000

11.3.2 DISCUSSION

Dans cette présente étude, nous avons procédé a I’étude du polymorphisme, de la diversité, de
la différentiation et de I’évolution génétique du géne MT-CYB afin de déterminer son
implication dans la carcinogeneése mammaire. Ce travail a fait I’objet de 38 patientes atteintes
de cancer du sein et 35 atteintes de tumeurs bénignes du sein. Les donnés de ces patientes ont
¢té comparées a celles de 20 sujets de controle servant de témoins. De plus, la mitochondrie
est une structure indispensable au fonctionnement de nos cellules, et assume des fonctions
métaboliques essentielles. L’ensemble de ces considérations justifient I’étude de la variabilité
de son génome dans le contexte du cancer.

Plusieurs mutations ont été décrites aussi bien au niveau des séquences des tumeurs malignes
qu’au niveau des séquences de tumeurs bénignes. Cependant, elles étaient plus fréquentes au
niveau de tumeurs malignes. Cette diversité accentuée sur les tumeurs malignes se matérialise
par un nombre ¢levé de sites variables (143) par rapport aux TB(10) et aux témoins (7). Cela
se justifie par la capacité des cellules tumorales a envahir et a coloniser des sites distants qui
est une caractéristique majeure différenciant les cancers malins et les tumeurs bénignes
(Eccles; 2000). Un nombre total de mutations (177) pour les TM qui est plus élevé par
rapport aux TB (12) et aux témoins (7). Ce qui témoigne la grande diversité du M7-CYB ainsi
que de son instabilité génétique au niveau des tissus malins par rapport aux tissus bénins et
aux témoins. Cette forte variabilit¢é du M7-CYB est en commun accord avec les travaux de
Mbaye et al., (2012), qui avait étudié la diversité génétique et protéique du ~ MT-CYB entre

tissus sains et cancéreux, afin de déterminer la pénétrance de ce géne codant dans le cancer du
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sein chez la femme au Sénégal ; et ceux de Doupa et al., ( 2015) portant sur I’implication des
mutations du cytochrome B dans I'évolution des tumeurs bénignes du sein chez les femmes
sénégalaises. Ce taux de substitutions a été aussi constaté par Tan et al., (2002) en examinant
la présence de mutations de ’ADNmt dans le cancer du sein, dont 58% étaient des
substitutions du géne MT-CYB et de la région non codante (D-Loop). Chez les mammiferes,
ou il a pu étre estimé précisément, ce taux est beaucoup plus élevé que celui décrit pour les
séquences uniques nucléaires, et ce d’un facteur multiplicatif de 5 ou 10 (Brown et al., 1982).
Ce taux est variable suivant les régions du génome considéré (Cann et al., 1984) mais reste
globalement élevé. Cette forte variabilité du MT-CYB peut étre expliquée par une réplication
peu fidele (Kunkel & Loeb, 1981), la polymérase mitochondriale serait moins fidele que celle du
noyau, une déficience ou une absence des systemes de correction et de réparation, et I’absence
apparente de recombinaison, ainsi qu'un taux de renouvellement et donc de réplication plus
important que celui de I’ADN nucléaire (Brown et al., 1982). Les caractéristiques générales des
mutations de ’ADNmt sont des transitions (Beckman & Ames, 1997). Cette affirmation est
en corrélation avec nos résultats ; 66,72 % des substitutions sont des transitions. Ils ont
affirmé que la principale cause de mutations de I’ADNmt dans les tumeurs est le niveau ¢levé
de ROS (Beckman & Ames, 1997). Il y a une sensibilité particuliere de I’ADN mitochondrial
a un stress oxydatif. Pour rappel, la molécule de I’ADNmt est accolée a la membrane interne
et donc proche de la chaine respiratoire, elle n’est pas protégée par un manteau d’histones et
les capacités de réparation sont moindres comparées a I’ADN nucléaire. En effet les diméres
de pyrimidine et [I’alkylation sont difficilement réparables et I’ADN polymérase
mitochondriale ne posseéde pas d’activité exonucléasique. Par conséquent les niveaux de bases
oxydées dans I’ADNmt sont 2 a 3 fois plus élevés par rapport a I’ADN nucléaire, et cela a pu
étre constaté sur plusieurs régions du cerveau humain (Hudson ef al., 1998) mais aussi dans
certaines especes de mammiféres et d’oiseaux (Barja & Herrero, 2000). Les fréquences
nucléotidiques, montrent une dominance des bases Guanine et Thymine par rapport aux bases
Adénine et Cytosine dans tous les trois groupes, ces résultats sont en commun accord avec les
travaux de Doupa et al., (2015), qui avait travaillé sur I'implication des mutations du
Cytochrome B dans I’évolution des tumeurs bénignes du sein chez les femmes sénégalaises.

Nos résultats révelent que la fréquence de chaque acide aminé issu des séquences du MT-CYB
se différencie 1égérement entre témoins, tumeurs bénignes et tumeurs malignes sans aucune
signification statistique a I’exception de la glutamine. La plupart des cancers dont le cancer du
sein dépendent d'un taux ¢élevé de la glycolyse aérobie pour leur croissance et leur survie.

Paradoxalement, certaines lignées de cellules de cancer présentent également la dépendance a
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la glutamine en dépit du fait que la glutamine est un acide aminé non essentiel qui peut étre
synthétisé a partir du glucose. Le taux élevé d'absorption de glutamine par des cellules
exposées dépendant de la glutamine ne semble pas résulter uniquement de son réle en tant que
donneur d'azote dans des nucléotides et d'acides aminés de la biosynthése. Au lieu de cela, la
glutamine joue un réle dans l'absorption requise de 1'acide aminé essentiel dans le maintien et
l'activation de la kinase TOR. En outre, dans de nombreuses cellules cancéreuses, la
glutamine est le substrat mitochondrial primaire et est nécessaire pour maintenir le potentiel
de la membrane mitochondriale et I'intégrité ainsi que le soutien de la production de NADPH
nécessaire pour le controle de redox et de la synthése macromoléculaire (Levine & Puzio-
Kuter, 2010).

L’analyse des distances génétiques entre témoins et tumeurs malignes ainsi que tumeurs
bénignes et tumeurs malignes a révélé une grande diversité génétique (d=0,141), approuvé
par un degré de différenciation génétique qui montre un Fst significativement fort avec des
valeurs de 0,40425 et 0,45955 respectivement entre témoins et tumeurs malignes ainsi que
tumeurs bénignes et tumeurs malignes avec des p-value=0,00. Cela pourrait étre expliqué par
le fait que, les cellules cancéreuses ne sont plus sous le contréle des mécanismes de régulation
de la division cellulaire. L un des traits caractéristiques du cancer est la prolifération rapide de
cellules anormales (OMS, 2012). En effet, selon le concept proposé par Hanahan et Weinberg,
les six propriétés caractéristiques des cellules tumorales aboutissant a une indépendance de
croissance, une insensibilité aux signaux antiprolifératifs, une résistance a la mort cellulaire,
une prolifération illimitée, une capacité accrue a induire I’angiogenése et une propension a
I’invasion et a la dissémination, sont imputables a des anomalies de la signalisation. A ces six
propriétés s’ajoutent deux caractéristiques : la capacité de reprogrammation du métabolisme
énergétique et 1’échappement au systeme immunitaire (Hanahan & Weinberg, 2011),
montrent que les cellules cancéreuses ont une propriété différente des cellules saines.

Sous I’hypothése d’une sélection positive (AN > dS) la valeur de la probabilité pour les
témoins est de 0,489 et pour les TB et TM sont égales a 1 avec des valeurs de p respectives
(0,02 ; 0,00 < 0,05). Donc a partir de ces résultats, ’hypothése de départ est acceptée par
conséquent les substitutions au niveau des témoins, des tumeurs bénignes et malignes suivent
la sélection positive de Nei qui favorise les remplacements d’acides aminés (Hughes et Nei,
1988). Cela est conforme aux résultats de Doupa ef al. (2015). Le MT-CYB étant un élément
clé du systeme de phosphorylation oxydative, a di par ses mutations, conférer aux cellules

tumorales un avantage sélectif dans leurs mécanismes d’adaptation, de survie et de
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prolifération. L’analyse de I’évolution moléculaire révélant que le M7-CYB est sous sélection
positive, est caractérisée par des valeurs du D de Tajima entre témoins

(-0,07919 ; p=0.53100), TB (-0,11377 ; p=0,54900) et TM (-0,10204 ; p=0,56300) sont non
significativement négatives. Les valeurs de Fs de Fu entre les témoins (0,34677 ; p=0,45400),
TB (0,21179 ; p=0,46200) et TM (0,29972 ; p=0,45800) sont non significativement positives.
Par contre ceux de R2 de Ramos entre témoins (0,16259 ; p=0), TB (016105 ; p=0) et T™M
(0,16260 ; p=0) sont significativement positives indiquant un exces d’alleles rares, cohérent
avec une sélection positive et dont la positivité est confirmée par le ratio dN/dS (Chloé¢ ef al.,
2013). Les courbes de mismatch distributions ont montrées une distribution multimodale pour
les tumeurs malignes. Pour tester la qualité d’ajustement de la distribution, les valeurs du SSD
et le Raggedness ont été calculé et ceux-ci révelent positives et non significatives. Ces
résultats montrent qu’il n’y a pas d’écart entre les valeurs espérées et celles observées
suggérant ainsi la signature d’une population en croissance, indiquant un signal de croissance

rapide des cellules tumorales.

CONCLUSION PARTIELLE

Tous les cancers surviennent a la suite de changements intervenus dans la séquence d’ADN
du génome des cellules cancéreuses. Dans le dernier quart du XX siécle, nous avons
beaucoup appris sur ces mutations et sur les génes anormaux qui operent dans les cancers,
ainsi sur I’identification des mutations impliquées dans la genése et 1’évolution des tumeurs.
Dans le cas de notre ¢étude portant sur les mutations somatiques du M7-CYB, plusieurs
mutations ont été décrites aussi bien au niveau des séquences des tumeurs malignes qu’au
niveau des séquences de tumeurs bénignes cela témoignent I’implication du M7-CYB dans les
cancers en particulier dans les tumeurs malignes et bénignes du sein. En revanche, le MT-CYB
est moins impliqué dans les tumeurs bénignes du sein, par rapport aux tumeurs malignes.
Connaissant le role de la mitochondrie dans I'apoptose, la présence de ces mutations pourrait
contribuer a altérer la réponse cellulaire aux agents anticancéreux.

La prémisse est que les cellules cancéreuses ont besoin de glucose pour se développer, et la
glutamine est un acide aminé non essentiel qui peut étre synthétisé a partir du glucose.
Comme le glucose provient des glucides, éliminer les glucides affame littéralement les
cellules cancéreuses. Donc un régime nécessitant I'élimination des glucides, remplacés par des

protéines et des graisses saines, serait rien de moins qu'un traitement anti-cancer sans les
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médicaments. Mais aussi faire diminuer la progression tumorale des patientes, les thérapies

dirigées contre le métabolisme de la glutamine seront de plus en plus efficaces.
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INTRODUCTION

BRAF est un proto-oncogene impliqué dans la voie de signalisation intracellulaire KRAS
MAP-kinase. L’activation de récepteurs membranaires par liaison avec leurs ligands
spécifiques induit une activation en cascade de cette voie et la stimulation de plusieurs
fonctions cellulaires. Cela se produit dans de nombreux types de cellules (Davies et al.,
2002). BRAF est normalement activé par les protéines RAS. Il peut également étre activé par
des mutations dites “gain de fonction” ou “activatrices” ; le proto oncogene devient alors un
oncogene. Des mutations activatrices du géne BRAF ont été détectées pour la premiere fois
dans des tumeurs humaines il y a une dizaine d’années (Davies ef al., 2002), et leur fréquence
varie beaucoup selon le type tumoral. Les mutations apparaissent généralement au cours des
phases initiales de ’oncogenese (Jean, 2012). Les mutations de BRAF sont majoritairement
situées sur le segment activateur de I’exon 15. Il s’agit de mutations acquises, somatiques et
non germinales (Dhomen et al., 2010). L’absence de mutation germinale peut étre expliquée
grace aux expériences de génétique moléculaire effectuée chez la souris : les mutations de
BRAF induisent une létalit¢é embryonnaire (Dhomen et al., 2010). La mutation la plus
fréquente est une mutation ponctuelle localisée au niveau de I’exon 15 (la thymine [T] 1799 a
¢té transformée en adénine [A] — gTg/gAg) substituant une valine (V) en acide glutamique a
la position 600 de la protéine (V600E) ; cette mutation est retrouvée dans la grande majorité
des cancers ayant une forme BRAF mutée (Davies et al.,, 2002). Les mécanismes
d’acquisition de la mutation V60OE de la protéine sont probablement liés a des mécanismes
alternatifs qui ne sont pas encore identifiés. La protéine mutée BRAF V600E a une activité
kinase 500 fois supérieure a la forme sauvage de BRAF, ce qui stimule la phosphorylation de
la protéine ERK et la signalisation cellulaire de fagon démesurée (Davies et al., 2002). Mis a
part la mutation V60OE, d’autres mutations somatiques de BRAF ont ¢té décrites dans les

mélanomes humains :

Tableau VII: Mutations somatiques de BRAF et leurs fréquences dans les mélanomes

humains

Nature de mutations Fréquence des mutations
BRAF V600K (Franck & Lionel, 2018) 15 %
BRAF NS581S (Zehir et al., 2017) 11%
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Tableau VII (suite 1) : Mutations somatiques de BRAF et leurs fréquences dans les
mélanomes humains

BRAF G469R (Hodis et al., 2012) 10,1%
BRAF G593S (Nikolaev et al., 2012) 10,1%
BRAF P75L (Krauthammer et al., 2012) 10,1%
BRAF P731S (Hodis et al., 2012) 10,1%
BRAF NS581T (Krauthammer et al., 2012) 9,2%
BRAF D594H (Marieke et al., 2016) 7,4%
BRAF N594G (Ambika et al., 2017) 7%

BRAF V7411 (Ambika et al., 2017) 7%

BRAF G466E (Ambika et al., 2017 7%

BRAF AS598V (Xiaowen et al., 2017) 5,3%
BRAF G469A (Chapman et al., 2011) 4%

BRAF K601N (Chapman et al., 2011) 4%

BRAF G596R (Xiaowen et al., 2017) 3,4%
BRAF G596D (Xiaowen et al., 2017) 3,4%
BRAF S602P (Xiaowen et al., 2017) 3,2%
BRAF S605N (Xiaowen et al., 2017) 3,2%
BRAF S616F (Xiaowen et al., 2017) 3,2%
BRAF 1592T (Xiaowen et al., 2017) 3,2%
BRAF V590A (Xiaowen et al., 2017) 3,2%
BRAF S607F (Xiaowen et al., 2017) 3,2%
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Tableau VII (suite 2) : Mutations somatiques de BRAF et leurs fréquences dans les
mélanomes humains
BRAF S602F (Xiaowen et al., 2017) 3,2%
BRAF V600R (Oliver et al., 2013) 3%
BRAF H585Y (Angela et al., 2016) 2,1%
BRAF S607P (Angela et al., 2016) 2,1%
BRAF D594N (Zheng et al., 2015) 2%
BRAF G469E (Wan et al., 2004) 1.,8%
BRAF 1L597Q (Voskoboynik ef al., 2016) 1%
BRAF K601E (Voskoboynik ef al., 2016) 1%
BRAF D594G (Wan et al., 2004) 0,6%
BRAF L5978 (Projet AACR GENIE, 2017) 0,32%
BRAF L597R (Projet AACR GENIE, 2017) 0,32%

Dans les mélanomes mutés pour BRAF, 74 a 90 % sont V60OE et 16 a 29 % sont V600K. En
fonction des études, les proportions d’un type de mutation par rapport a un autre sont
légerement différentes. L’amino-acide V600 de BRAF est situ¢ dans le domaine d’activation
de la kinase, prés des résidus thréonine 599 et sérine 602 sur lesquels la phosphorylation
provoque ’activité kinase. La mutation V600OE pourrait ainsi stimuler la phosphorylation de la
thréonine 599 et de la sérine 602. Une autre des hypotheéses du mécanisme d’activation
incontrdlée est 1’augmentation de 1’exposition du segment d’activation lorsqu’un petit acide
aminé hydrophobe (la valine) est remplacé par un résidu hydrophile (I’acide glutamique),
(Christine & Lionel, 2012). Le géne BRAF est muté chez la majorité des patients ayant un
mélanome et chez une minorité de patients ayant un cancer du colon et des poumons (Wang et

al., 2015). Dans ce chapitre, ’hypothése d’une existence de mutations nucléotidiques
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impliquées dans les tumeurs du sein chez les femmes sénégalaises a été émise. Pour cela

I’exon 15 du géne BRAF qui est un géne nucléaire a été retenu pour tester cette hypothese.

1.1 METHODOLOGIE

I11.1.1 Patientes et prélévements

L’étude porte sur soixante six (66) prélévements chirurgicaux composés de tumeurs malignes
et tumeurs bénignes et douze (12) prélévements de sang qui constitue des témoins issus de
patientes qui sont prises en charge a ’institut de cancérologie de 1’hopital Aristide Le Dantec.
Les prélevements ont été effectués chez ces patientes apres un consentement éclairé et écrit

selon une forme standardisée. Les échantillons ont été conservés dans de 1’alcool 96%.

I11.1.2 ETUDE GENETIQUE
II1.1.2.1 Extraction de ’ADN
v Des tissus :

L’extraction d’ADN des tissus mammaires (TB et TM) a été réalisée grace a la méthode
Standard Qiagen (Kit Qiagen Dneasy Tissue). Les tissus ont été broyés dans 180 ul de tampon
de digestion (ATL) contenant des détergents qui entrainent une dissociation des tissus et une
individualisation des cellules. 20 pl de protéinase K ont été ajoutés pour dégrader toutes les
protéines, aprés une incubation a 55°C pendant toute une nuit. Les débris tissulaires ont été
éliminés aprés centrifugation rapide et récupération du surnageant. A cette solution, 200 ul de
tampon de lyse cellulaire (AL) ont été ajoutés puis un passage immédiat au vortex et une
incubation pendant 10 minutes a 70°C. La phase suivante consistait a ajouter 200ul d’éthanol
absolu 100%, a vortexer et a transvaser le mélange obtenu sur une colonne que nous avons
placée au préalable sur un tube collecteur de 2 ml (fourni dans le Kit), puis a centrifuger a
1361,35688 radian/seconde pendant une minute pour retenir ’ADN au niveau de la
membrane de la colonne. En effet, ’ADN chargé négativement se fixe, par interactions
ioniques, sur la membrane de silice chargée positivement. Par contre les protéines, les lipides
et les polysaccharides sont éliminés. L’ADN fixé sur la colonne a été ensuite purifié¢ pour
¢liminer toutes traces de contaminant. Ce lavage a été réalisé par ajout successif de 500 pl de
chacun des 2 tampons (AW1 et AW2) qui passent a travers la membrane par centrifugation a
1361,35688 radian/seconde pendant respectivement 1 et 3 minutes. 50 pl de tampon AE au
préalable incubé a 70°C pour augmenter le rendement de 15 a 20% a été directement versé sur
la membrane que nous avons placée sur un tube de 1,5 ml pour recueillir I’ADN. Juste aprés

cette étape ’ADN est conservé a -20°C. La qualité de ’ADN a été vérifiée par migration
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¢lectrophorétique a partir d’un gel d’agarose de 1,5% a 100 volts pendant 30 min. Le gel a été
placé sous UV aprées un bref passage au bromure d’Ethidium.

v" Du sang :

Pour DI’extraction des prélévements du sang, le méme protocole a été appliqué a la seule
différence qu’étant donné que le sang est constitu¢ de cellules déja individualisées, 20 pl de
protéinase K et 200 ul de tampon AL ont été directement ajoutés aprés avoir prélevé 200 pl
du liquide biologique.

I11.1.2.2 Choix du géne étudié

De nombreuses découvertes ont été faites ces dernicres années dans la compréhension de la
maladie cancéreuse. En particulier, certaines altérations génétiques impliquées dans le
développement du cancer ont pu étre identifiées. Il est maintenant clair que des mutations
retrouvées au niveau des genes des cellules cancéreuses peuvent étre associées au
développement de certains types de cancers. Ces découvertes ont permis de développer des
traitements ciblant spécifiquement ces altérations ; c’est le cas notamment pour la mutation
présente sur le gene BRAF.

L’intérét de la recherche des mutations du gene BRAF est divers :

v’ un intérét diagnostique : la recherche de la mutation BRAF peut étre utile pour poser le
diagnostic. C’est le cas par exemple dans la leucémie a tricholeucocytes ou dans
certains cancers thyroidiens.

v un intérét pronostique : elle revét aussi dans certains cas un intérét pronostic pour le
clinicien, en particulier dans les cancers papillaires de la thyroide, les cancers
colorectaux ou les mélanomes.

v’ un possible intérét pour le conseil génétique (hypothése a confirmer) : la recherche de
cette mutation permet aussi, dans le cancer colorectal par exemple, de savoir si ce
cancer posséde ou non une origine génétique qui pourrait expliquer sa survenue, et
ainsi de pouvoir proposer un suivi appropri¢ aux autres membres de la famille du
patient.

v un intérét thérapeutique : grace a la détection de la mutation du géne BRAF, il est
possible d’utiliser des traitements ciblés sur cette altération génétique, chez les

patients porteurs de la mutation.
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I11.1.2.3 ANALYSES MOLECULAIRES

Les séquences de I’exon 15 du géne BRAF, des trois groupes (tumeurs malignes, tumeurs
bénignes et témoins), sont minutieusement vérifiées, corrigées et alignées avec le logiciel
BioEdit version 7.0.8 (Hall, 1999). L’alignement est en effet une étape importante de
I’analyse des données. Il sert notamment, a mettre en évidence, les similitudes entre les
séquences en retrouvant la position des délétions, des insertions et des substitutions
probables.

Pour déterminer la position, la nature et la fréquence des mutations de I’exon 15 du géne
BRAF, les données brutes du séquencage ont été soumises au logiciel Mutation Surveyor
version 5.0.1 (www.softgenetics.com). En effet, ce logiciel compare les chromatogrammes
soumis avec la séquence de référence du gene d’intérét incorporée dans la base de données
dudit logiciel mais également avec des séquences issues de la base de données Genbank

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). Ainsi ce logiciel permet de détecter la présence de

mutations hétérozygotes (het), d’insertions (in) et de délétions (del).

A T'universalité¢ de la molécule d'ADN dans le monde vivant s'ajoute sa variabilité. Cette
variabilité¢ a pour origine des modifications au hasard de la séquence d'ADN (les mutations)
qui peuvent avoir des conséquences sur l'activité cellulaire et sur I'organisme tout entier. Donc
pour estimer la diversité génétique du géne BRAF, nous avons déterminé le nombre de sites
variables et invariables, le nombre de sites informatifs, le nombre total de mutations, le
nombre d’haplotypes (h), le nombre moyen de différences nucléotidiques (k), la diversité
haplotypique (hd) et nucléotidique (m), grace au logiciel DnaSP version 5.10 (Librado &
Rozas, 2009). Les fréquences nucléotidiques et la nature des mutations (% de transitions et de
transversions) ont été calculées avec le programme MEGA version 6.06 (Tamura et al., 2013).
Les séquences nucléotidiques du gene BRAF sont transformées en séquences d’acides aminés
grace au logiciel MEGA version 6.06 (Tamura ef al., 2013), en utilisant le meilleur cadre de
lecture. Le niveau de significativité des variations de fréquences d’acides aminés entre les
trois groupes (témoins, les tumeurs bénignes et les tumeurs malignes) a été mis en évidence
par le test chi2 avec un niveau de significativité (P-value) de 0,05.

Les distances génétiques entre témoins vs TB, témoins vs TM ainsi que TB vs TM au niveau
intra et inter groupes ont été explicitées par la distance génétique de Nei (Nei, 1998) grace au
logiciel MEGA version 6.06 (Tamura et al., 2013). La détermination de I’indice de
différenciation génétique (Fst) a été faite sous Arlequin version 3.1 (Excoffier et al., 2005). Le

niveau de significativité du Fst a été retenu a 0,05.
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Nous avons fait des tests démo-génétiques qui comparent le niveau d’ajustement entre la
diversité aux trois groupes et des valeurs théoriques attendues. Parmi ces tests : le D de
Tajima (Tajima, 1989), le D*et F* de Fu et Li (Fu & Li, 1993) et du H de Fay et Wu (Fay &
Wu, 2000) et le R2 de Ramos (Ramos, 2002). Ces différents estimateurs s’obtiennent avec les
programmes DnaSP version 5.10 (Librado & Rozas, 2009) et Arlequin version 3.5.1.3
(Excoffier et al., 2010). En choisissant comme hypothése de départ que I’exon 15 du géne
BRAF soit sous sélection positive, 1’existence d’une quelconque sélection a été appréhendée
par une positivité (AN > dS) grace au logiciel MEGA 6 avec dN est le taux de substitution
non-synonyme et dS est le taux de substitution synonyme. Ce test a été effectué en utilisant le
modele Nei-Gojobori et la méthode pairwise délétion. Une valeur de P < 0,05 a été considérée
comme significative avec une valeur de bootstrap de 10000 réplications. Apres les tests démo-
génétiques nous avons déterminé¢ I’analyse de la disparité de distribution (Mismatch
distribution), qui est la représentation graphique de la distribution de distances génétiques
existant entre les individus. L’analyse de Mismatch s’accompagne de deux indices qui testent
la qualité¢ d’ajustement de la distribution. Ces indices sont la SSD (somme de carrées des
déviations) et le Rag (indice d’irrégularité). Les graphes sont construits avec le logiciel
DnaSP version 5.10 (Librado & Rozas, 2009). Les indices SSD et Rag ont ét¢ obtenus avec le
logiciel Arlequin version 3.5.1.3 (Excoffier et al., 2010).

II1.2 RESULTATS ET DISCUSSION

I11.2.1 RESULTATS

I11.2.1.1 Alignement des séquences nucléotidiques de I’exon 15 du géne Braf

Un total de 78 échantillons (12 témoins, 31 tumeurs bénignes et 35 tumeurs malignes) a été
séquencé, aligné et analysé.

I11.2.1.2 Nature et fréquence des mutations de I’exon 15 du géne BRAF

Nous constatons dans les tumeurs bénignes, les mutations L588H et D594V (1,5%), qui
correspondent a un changement d’acide aminé en position 588 dans BRAF, avec une leucine
(L) remplacée par une histidine (H) et D594V a un changement d’acide aminé en position 594
dans BRAF avec un acide aspartique (D) remplacée par une valine (V), Tableau VIII. Nous

observons aussi dans les tumeurs malignes une mutation synonyme A598A, Tableau VIII.
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Tableau VIII : Nature et fréquences des mutations

POSITION DES NUCLEOTIDES | ACIDES AMINES | NOMBRE
TEMOINS
172023A>AT y | 2
TUMEURS BENIGNES
171893T>TA ; mut het T1763A L588H 1
171918T> TA ; mut het TI788A G596G 1
171911A>AT ; mut het A1781T D594V dbSNP 121913338 1
171912T>TC ; mut het T1782C D594V 1
172023A>AT 3
172032C>CA 1
TUMEURS MALIGNES
171924T>TA ; mut het T1794A AS98AA 1
172021 A>AT 4
172020T>TA 1
172023A>AT 1
172032C>CA 1
172032C>CT 1
SHP:1715%18T>TA, p_ E536EE, GEICT>EEW ENP:1720Z3AT, BAATT>AATTT
T 305 310 315 320
205 210 215 220 CACTGATTAAATTTTT GGCLC
GTGATTTTGGTCTAGCTACA
75 a0 3 30 175 180, e 185, 140
GTGATTT IGGT CTLAGCT ACA CACTGAT TH-ATTEET GGCC
. W\/lf\/\ﬂ&

SNP:171893T>TA,p.LoBE8LH, CCTCA>CCW SNP:171511A>AT,p .DSS4DV, TEATT>TEW SNP:171912T>TIG,p.DE5%40V, GRTTI>GLAE
Ch itz IT

185 180 185 200 205 210 215 22 205 210 215 220
CATGAAGACCTCACAGTAAA | [AAAATAGBTGATTTTGGETCT | [AAATAGETGATTTTGGETCTA

45 50 55 g0 65 70 75 an 85 i -‘ s 20

CATGAAGAGCT CALAGT AAA | [AAAATAGOLGAT LI T GOTLT | |[AAATAGGTIGAT T i GGTCT A

I
s
!
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SNP:17Z021A>AT, TTARE>TTWAT SWE:172020T>TA, ATTAR>RATHAR
30 315 320 32': 310 315 320 325
TCCACTGATTAAATTTTT TTCCACTGATTAAATTTTT G
mmW\/mMmme\m
175 § 185 150 180 185 190

TCCACT l'-'\|_|_,lt’|. AT TTTTGG TTCCACT GWalalcldoT TTTTG

U

Figure 8 : Nature et fréquence des mutations de I’exon 15 du gene BRAF

I11.2.1.3 Etude de la diversité génétique de I’exon 15 du géne BRAF

L’analyse de la diversité¢ génétique de I’exon 15 du gene BRAF révele une plus grande
diversité¢ du gene BRAF au niveau des tumeurs malignes et au niveau des TB comparés aux
témoins. Cependant, nous remarquons une grande diversit¢ chez les TM. Cette diversité
accentuée sur les tumeurs malignes se matérialise par un nombre ¢€levé de sites variables
(20) par rapport aux TB(17) et aux témoins (8).Nous remarquons aussi un nombre total de
mutations (26) pour les TM qui est plus ¢levé par rapport aux TB (22) et aux témoins (10). Un
nombre d’haplotype plus ¢levé pour les TM (23) que les TB (18) et les témoins (6). Le
nombre moyen de différences nucléotidiques (k) est plus élevé aux niveaux de TM (3,615)
comparés aux TB (3,009) et aux témoins (2,045). Nous constatons que les pourcentages de
transversions sont plus importants que ceux des transitions dans les trois groupes. Cependant
nous remarquons que dans les pourcentages de transversions ils sont plus élevés chez les
témoins et les tumeurs bénignes respectivement (73,42 %) et (78,82 %) par rapport aux TM
(53,16%). Par contre chez les tumeurs malignes ceux des transitions (46,82%) sont plus
¢levés par rapport aux TB (21,18%) et aux témoins (26,51 %) (Tableau IX). L’analyse des
indices de diversité révele de fortes diversités haplotipyques de (0,818), (0,920) et (0,934)
respectivement au niveau des tumeurs malignes, tumeurs bénignes et témoins contre de

faibles diversités nucléotidiques (0,01130), (0,01662) et (0,01997) (Tableau IX).
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Tableau IX : Valeurs des indices de diversité génétique de chaque population du géne BRAF

Indices de diversité Témoins Tumeurs bénignes  Tumeurs malignes
Taille échantillon, n 12 31 35
Nombres de sites, N 181 181 181
Nombre de sites invariables 173 164 161
Nombre de sites variables 8 17 20
Nombre de sites variables 6 10 9
non-informatifs

Nombre de sites variables 2 7 11
informatifs

Nombre total de mutations, 10 22 26
Eta

Nombre total de 8 17 20
mutations singletons Eta

(O]

Nombre d’haplotypes, h 6 18 23
Nombre moyen de 2,045 3,009 3,615
différences  nucléotidiques

(k)

Transitions 26,51 % 21,18% 46,82%
Transversions 73,42 % 78,82% 53,16%
R (Taux de Transitions 0,318 0,238 0,807
/Taux Transversions)

Diversité haplotypique (hd) 0,818 0,920 0,934
Diversité nucléotidique () 0,01130 0,01662 0,01997

Dans le diagramme des fréquences nucléotidiques (Figure 9), on voit que les bases A et T sont
les plus dominantes avec respectivement 27% et 35% pour tous les trois groupes par rapport
aux bases C et G respectivement 17,5% et 20%. Nous remarquons aussi une prédominance de

A +T) dans tous les trois groupes avec un pourcentage de 62% par rapport a (C+G) 38%.
g g
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Figure 9 : Fréquences nucléotidiques des séquences du BRAF

I11.2.1.4 Variabilité des acides aminés du BRAF
L’analyse de la diversité protéique inter-tissulaire (Tableau X) par la mise en évidence des
variations d’acides aminés indique que, malgré les légeres variations des fréquences des

acides aminés entre les trois groupes aucune différence significative n’a pu étre déterminée.

Tableau X : fréquences des acides aminés du BRAF

Acides Témoins Tumeurs Tumeurs P-value P-value P-value
aminés bénignes malignes
T vs TB T vs TM TB vs TM

Ala 5,15 5,07 5,15 0,9795 1 0,9795
Cys 0,14 0,05 0,05 0,8363 0,8363 1
Asp 5,01 5,02 5,00 0,9974 0,9974  0,9948
Glu 5,01 5,02 5,00 0,9974 0,9974  0,9948
Phe 9,74 9,49 9,68 0,9522 0,9886  0,9636
Gly 6,68 6,69 6.67 0,9977 0,9977  0,9955
His 3,34 3,34 3,34 1 1 1
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Tableau X (suite) : fréquences des acides aminés du BRAF

Acides Témoins Tumeurs Tumeurs P-value P-value
aminés bénignes malignes

TvsTM | TBvs TM
Ile 10,15 10,30 10,15 0,9721 1 0,9721
Lys 5,01 4,96 4,81 0,987 0,9478 0,9608
Leu 11,82 12,03 11,96 0,9635 0,9756 0,9878
Met 1,67 1,73 1,76 0,9738 0,9609 0,9871
Asn 0,00 0,05 0.10 0,823 07518  0,8972
Pro 1,67 1,94 2,05 0,886 0,8424 0,9556
Gln 3,34 3,34 3,34 1 1 1
Arg 3,34 3,40 3,34 0,9812 1 0,9812
Ser 10,15 10,30 10,30 0,9721 0,9721 1
Thr 6,68 6,47 6,34 0,9522 0,9224 _ 0,9701
Val 5,01 5,02 5,00 0,9974 0,9974 0,9948
Trp 3,34 3,34 3,34 1 1 1
Tyr 2,78 2,43 3,34 0,8765 0,8182  0,7007

I11.2.1.5 Différenciation génétique du géne BRAF

Les valeurs de distance génétique (d) au niveau intra et inter tissulaire et le degré de
différenciation génétique (Fst) entre témoins et tumeurs bénignes et entre témoins et tumeurs
malignes ainsi que tumeurs bénignes et tumeurs malignes sont consignées dans le tableau XI.
L’analyse des distances génétiques entre témoins et tumeurs malignes ainsi que tumeurs
bénignes et tumeurs malignes a révélé une faible distance génétique respective (d=0,0159),
(0,0186), mais plus grande que celle entre témoins et tumeurs bénignes (d=0,0139).

Nous remarquons qu’a I’intérieure des tumeurs malignes et bénignes les valeurs de la distance
génétique sont égales (d=0,02), supérieure a celles des témoins (d=0,01).

Nous constatons aussi que le degré de différenciation génétique montre un Fst qui est égale a
0 et non significatif (0 ; P-value=0,86486), (0 ; P-value=0,76577) et (0 ; P-value=0.48649)
respectivement entre témoins et tumeurs bénignes, témoins et tumeurs malignes ainsi que

entre tumeurs bénignes et tumeurs malignes.



CHAPITRE III : DIVERSITE ET DIFFERENCIATION GENETIQUE DE L’EXON 15 DU GENE BRAF DANS LES

TUMEURS DU SEIN

Tableau XI: distances génétiques intra et inter-groupe et indice de différenciation (Fst) du

gene BRAF
Groupes Distances Distances Fst
génétiques Intra- génétiques Inter-
groupe groupe
Témoins 0,01 0
0,0139 P-value=0,86486
Tumeurs bénignes 0,02 ’ VaueTS,
Témoins 0
P-value=0,76577
Tumeurs malignes 0,02 0,0159 value=s,
Tumeurs bénignes 0
- 0,0186 P-value=0.48649
Tumeurs malignes

I11.2.1.6 Tests de signature de sélection

Sous I’hypothese d’une sélection positive (AN > dS) les valeurs de probabilités pour les
témoins et tumeurs bénignes et tumeurs malignes sont respectivement (0,01), (0,037) et
(0,064) avec des valeurs de p (1,023), (1,802) et (1,529) qui ne sont pas significatives. A
partir de ces résultats, I’hypothése de départ n’est pas acceptée par conséquent les
substitutions au niveau du /’exon 15 du BRAF ne suivent pas la sélection positive.

Pour le D de Tajima les valeurs pour les témoins (-0,90996; p=0,2), TB (-0,99594; p=0,154)
et TM (-0,86541; p=0,211) sont négatives non significatives.

Les tests de D* et F* de (Fu & Li) ainsi que le H de (Fay & Wu) sont négatives et non
significatives pour les trois groupes; Les valeurs sont consignées dans le tableau XII.
Contrairement aux autres indices pour ceux de R2 de Ramos les valeurs de témoins (0,16074;

p=0,000), TB (0,16370; p=0,000) et TM (0,16088; p=0,000) sont significativement positives.
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Tableau XII : valeurs du Tests de signature de sélection :

Paramétres | Témoins Tumeurs Tumeurs P-value P-value TB | P-value TM
bénignes malignes Témoin
dN/dS 0,01 0,037 0,064 1,023 1,802 1,529
D de -0,90996 -0,99594 -0,86541 0,2 0,154 0,211
Tajima
D* de Fu -0,06286 -0,07713 -0,11543 0,46000 1,13637 0,48800
et Li
F* de Fu -0,07359 -0,05006 -0,06326 0,47100 0,45200 0,45500
et Li
H de Fay -0,14000 -0,06436 -0,22133 0,35400 0,33500 0,33300
et Wu
R2 0,16074 0,16370 0,16088 0,000 0,000 0,000

I11.2.1.7 Analyse de la disparité de distribution (Mismatch distribution) de I’exon 15 du
géne BRAF

La disparité de distribution (Mismatch distribution), des paires de base pour I’exon 15 du géne
BRAF entre les trois groupes, montrent les fréquences attendues et observées (trait plein et
pointillé respectivement) des différences par paire entre les échantillons (Figure 10). Sous

I’hypothése d’une population constante et d’une population en expansion, nous avons une

distribution unimodale pour les témoins (Figure

10.a) et tumers bénignes (Figure 10.b)

Cependant la distribution est multimodale pour les tumeurs malignes (Figure 10.c).
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Figure 10 : courbes de mismatch distribution des témoins (a), tumeurs bénignes (b) et tumeurs

malignes (c) du BRAF
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Les valeurs SSD, témoins (0,01093 ; p=0,55000), TB (0,00346 ; p=0,59000) et TM (0,00988 ;
p=0,48000) sont positives et non significatives pour les trois groupes (tableau XIII). Les

valeurs les valeurs de Rag, témoins (0,05005; p = 0,78000), TB (0.02122; p = 0,83000) et TM

(0,03150 ; p=0,36000) sont positives et non significatives (tableau XIII).
Tableaux XIII : valeurs des SSD, des Rag, et leurs P-values du géne BRAF

Parameétres Témoins Tumeurs bénignes | Tumeurs malignes
SSD 0,01093 0,00346 0,00988
P-value= 0,55000 P-value= 0.59000 P-value= 0,48000
Rag 0,05005 0.02122 0,03150
P-value= 0,78000 P-value= 0,83000 P-value= 0,36000
I11.2.2 DISCUSSION

Nous avons procédé a I’identification de mutations, a 1’étude de la variabilité génétique, de la
différenciation génétique et de I’évolution génétique dans le but de déterminer 1’implication
de I’exon 15 du geéne BRAF dans le cancer du sein chez les femmes sénégalaises. 35
patientes atteintes de cancer du sein et 31 atteintes de tumeurs bénignes du sein ont fait I’objet
de cette ¢tude. Les données de ces patientes ont été comparées a celles de 12 sujets de
controle servant de témoins. BRAF qui est un geéne nucléaire fait partie de la cascade de
signalisation RAF-MEK-ERK qui régule la croissance cellulaire, la prolifération et la
différentiation en réponse a une stimulation par des facteurs de croissance, des cytokines et
des hormones (Robinson & Cobb, 1997). Pour ce rdle qui joue dans la cellule justifie 1’étude
de la variabilité¢ de son exon 15 dans le contexte du cancer.

L’analyse a I’identification de mutation de ’exon 15 du géne BRAF nous a fait constater que
BRAF a été muté dans (1,5%) de cas au niveau des tumeurs bénignes. Dans les tumeurs
bénignes, la présence des mutations L588H et D598V qui correspondent a un changement
d’acide aminé en position 588 dans BRAF, avec une leucine (L) remplacée par une histidine
(H) et D598V a un changement d’acide aminé en position 598 dans BRAF avec un acide
aspartique (D) remplacée par une valine (V). Il a été montré par Spring et al. (2006) que les
mutations activatrices de BRAF sont fréquentes dans certaines tumeurs bénignes, tels que les
polypes coliques festonnés, ou leur fréquence atteint 51%, et les n@vus mélanocytaires. Nous
observons dans les tumeurs malignes une mutation synonyme A598A. Ces résultats sont
différents avec la substitution BRAF V600E entrainant la substitution de l'acide glutamique

par la valine, qui compte pour 80 % des mutations et qu’elle serait impliquée dans 66% des
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mélanomes malins (Rajagopalan et al., 2002), et aussi impliqué dans plusieurs autres cancers
(Wang et al.,2015). Dans la plupart des cas, les mutations de B-raf se localisent dans 1’exon
15 (Kimura et al., 2003). Dans notre étude de la variabilité de I’exon 15 du géne BRAF,
plusieurs mutations ont été décrites aussi bien au niveau des séquences des tumeurs malignes
qu’au niveau des séquences de tumeurs bénignes. Cette diversité accentuée sur les tumeurs
malignes se matérialise par un nombre élevé de sites variables (20) par rapport aux TB(17) et
aux témoins (8). Cela justifie que la capacité des cellules tumorales a envahir et a coloniser
des sites distants est une caractéristique majeure différenciant les cancers malins et les
tumeurs bénignes (Eccles; 2000). Nous avons eu des pourcentages de transitions (46,82%)
aux niveaux des tumeurs malignes qui sont plus élevés par rapport aux tumeurs bénignes
(21,18%) et aux témoins (26,51 %). Nos résultats sont en phase avec ceux de Benfodda et al.,
(2016) travaillant sur le diagnostique du mélanome. Le séquengage de BRAF a montré la

présence de trés nombreuses mutations et 80% des mutations étaient des transitions C > T.

Une analyse comparative de la distance génétique et du degré de différenciation génétique
(Fst), intra et inter tissu bénins et tissu cancéreux ainsi qu’aux temoins, de I’exon 15 de géne
BRAF a été fait dans une série de 66 patientes porteuses des tumeurs mammaires. L’analyse
des distances génétiques entre témoins et tumeurs malignes ainsi que tumeurs bénignes et
tumeurs malignes a révélé une faible distance génétique respective (d=0,0159), (0,0186), mais
plus grande que celle entre témoins et tumeurs bénignes (d=0,0139). Et aussi nous
constatons que le degré de différenciation génétique montre un Fst qui est égale a 0 et non
significatif (0 ; P-value=0,86486), (0; P-value=0,76577) et (0; P-value=0.48649)
respectivement entre témoins et tumeurs bénignes, témoins et tumeurs malignes ainsi que
entre tumeurs bénignes et tumeurs malignes. Aussi nous avons constaté qu’a I’intérieure des
tumeurs malignes et bénignes les valeurs de la distance génétique sont égales (d=0,02),
supérieure a celles des témoins (d=0,01). Cela pourrait étre expliqué sur la fagon ou se
comporte 1’exon 15 du géne BRAF a I'intérieur d’une cellule bénigne et maligne par rapport
a une cellule saine. Ceci montre que les cellules cancéreuses ont une propriété différente de
cellules saines (Hanahan & Weinberg, 2011), et ¢a peut expliquer aussi que pendant la
cancérogenese, des modifications liées au cancer changent les structures internes des cellules
mais aussi leur environnement. Il a ét€¢ montré que les cellules cancéreuses sont moins rigides
que les cellules normales du fait d’une réorganisation du cytosquelette (Lekka et al., 1999).
Les cellules du cancer du sein se déforment plus que des cellules non cancéreuses (Guck et al.

(2005).
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L’analyse de la diversité protéique inter-tissulaire par la mise en évidence des variations
d’acides aminés indique que, malgré les 1égeres variations des fréquences des acides aminés
entre les trois groupes aucune différence significative n’a pu étre déterminée. cela peut étre
expliqué par ’aspect du géne de I’ADN nucléaire qui a une réplication moins importante que
celle du géne de ’ADNmt (Brown ef al., 1982).

Avec dN est le nombre de mutations non-synonymes par site et dS le nombre de mutations
synonymes par site .Cette mesure indique la vitesse a laquelle les acides aminés constitutifs
d'une protéine changent, par rapport a des changements synonymes. Sous I’hypotheése d’une
sélection positive (AN > dS) les valeurs de probabilités pour les témoins et tumeurs bénignes
et tumeurs malignes sont respectivement (0,01), (0,037) et (0,064) avec des valeurs de p
(1,023), (1,802) et (1,529) qui ne sont pas significatives. Par conséquent les substitutions au
niveau du /’exon 15 du BRAF ne suivent pas la sélection positive. Ces résultats montrent que
dans cette étude le géne BRAF n’est pas sous s€lection et que les cellules tumorales se
multiplient plus rapidement que celles qui sont saines. Ca pourrait étre di a la différentiation
entre les tumeurs et les parametres cliniques des patientes, ou bien ’hypothése selon laquelle
une population rare de cellules pourrait piloter ’ensemble de la masse tumorale, tend a étre
prouvée par les études de ces dernieres années. L’existence des cellules souches cancéreuses
va modifier considérablement, a différents niveaux, la compréhension physiopathogénique du
cancer mais aussi la prise en charge thérapeutique des patientes (Jin et al., 2006).

Le nombre observé de différences entre haplotypes pris deux a deux a produit une distribution
multimodale pour les tumeurs malignes qui caractérise une population de taille constante ou
en expansion modérée. Par contre unimodale pour les témoins et les tumeurs bénignes qui
suggere la signature d’une population en expansion. Pour tester la qualité d’ajustement de la
distribution, les valeurs du SSD et le Raggedness ont été calculé et ceux-ci révelent : SSD,
témoins (0,01093 ; p=0,55000), TB (0,00346 ; p=0,59000) et TM (0,00988 ; p=0,48000) sont
positives et non significatives pour les trois groupes. Et aussi les valeurs de Rag, témoins
(0,05005; p = 0,78000), TB (0.02122; p = 0,83000) et TM (0,03150 ; p=0,36000) sont
positives et non significatives. Ces résultats montrent qu’il n’y a pas d’écart entre les valeurs
simulées et celles observées suggérant ainsi la signature d’une population en expansion. Ce
qui nous permet de confirmer que les témoins et les tumeurs bénignes sont bien en expansion.
Contrairement aux tumeurs malignes qui montrent une population de taille constante ou en
expansion modérée d’apres I’ajustement par les valeurs du SDD et du Raggedness et confirme

le caractére non sélectif du BRAF. Pour le D de Tajima les valeurs pour les témoins
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(-0,90996; p=0,2), TB (-0,99594; p=0,154) et TM (-0,86541; p=0,211) sont non
significativement négatives. Les tests de D* et F* de (Fu & Li) ainsi que le H de (Fay & Wu)
sont négativement non significatives pour les trois groupes. Pour ceux de R2 de Ramos les
valeurs de témoins (0,16074; p=0,000), TB (0,16370; p=0,000) et TM (0,16088; p=0,000)
sont significativement positives. Ces valeurs positives et négatives des tests de neutralité sont
dues a un excés de mutations rares. Ces résultats suggerent une taille constante de population

des cellules cancéreuses, comme le témoignent les distributions multimodales (Ramos-

Onsisns & Rozas, 2002).

CONCLUSION PARTIELLE

Les mutations génétiques et l'activation des voies moléculaires jouent un role vital dans la
formation des tumeurs.

L’analyse a I’identification de mutation de I’exon 15 du géne BRAF nous a fait constater que
BRAF a été muté dans (1,5%) de cas. Dans les tumeurs bénignes, la présence des mutations
L588H et D598V. Nous avons observé dans les tumeurs malignes une mutation synonyme
A598A. Ces résultats sont différents avec la substitution BRAF V60OE, qui compte pour 80
% des mutations et qu’elle serait impliquée dans 66% des mélanomes malins (Rajagopalan et
al., 2002).

Nos résultats ont montré que les mutations somatiques de ce gene BRAF étaient moins
fréquentes chez les patientes sénégalaises atteintes des tumeurs qu’elles soient bénignes ou
malignes du sein. Cela approuve I’implication de ce géne dans le cancer du sein. Cependant
BRAF est moins impliqué dans les tumeurs bénignes qu’aux malignes. Des questions se
posent dans quelles patientes doit-on rechercher des altérations de ce gene, et quelles sont les
méthodes de recherche les plus sensibles, les plus spécifiques et les moins cotiteuses ? Avec la
technologie moderne il serait de ce fait trouver une thérapie ciblé a une méthode de détection
particuliére.

BRAF n’est pas sous sélection malgré que les cellules tumorales se multiplient plus
rapidement que celles qui sont saines. La détection de signature de sélection au niveau
génomique, constitue une bonne alternative aux études cliniques et épidémiologiques dans la

recherche de genes ou de variants impliqués dans les cancers et dans les maladies humaines.
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Les techniques de la biologie moléculaire et la génétique sont devenues désormais des outils
clés dans le diagnostic des différents types de cancers. Elles permettent par la recherche des
mutations de mieux étudier la différenciation et I’évolution des cancers en particulier le
cancer du sein afin de trouver des thérapies ciblées.

Dans le cadre de notre étude I'utilisation de deux marqueurs de nature différente aux
différentes tumeurs du sein permet de mieux comprendre et d’acquérir des informations
nécessaires pour bien étudier cette maladie, devenue a 1'heure actuelle un probleme majeur de
santé publique particulierement chez les femmes sénégalaises (OMS, 2012).

Le travail réalis¢ dans cette thése nous a permis dans un premier temps de faire une
comparaison du polymorphisme, de la diversité¢, de la différenciation et de I’évolution
génétique du MT-CYB entre les patientes atteintes de tumeurs bénignes, des tumeurs malignes
du sein et des sujets de contrdle. Plusieurs mutations ont été décrites aussi bien au niveau des
séquences des tumeurs malignes qu’au niveau des séquences de tumeurs bénignes. Et dans un
deuxiéme cas on a fait la méme démarche que la précédente étude avec I’exon 15 du gene
BRAF. Nos résultats ont montré que les mutations somatiques de ce géne BRAF étaient moins
fréquentes chez les patientes sénégalaises atteintes des tumeurs qu’elles soient bénignes ou
malignes du sein. Cependant dans ces deux études les mutations étaient plus fréquents dans
les tumeurs malignes que les bénignes. Mais aussi les mutations de BRAF sont
approximativement faibles au niveau du cancer du sein contrairement aux mutations du geéne
MT-CYB. Donc nos résultats obtenus nous ont permis de conclure I’implication du geéne
MT-CYB dans les tumeurs de sein. Nous pouvons aussi conclure que le géene MT-CYB est plus
impliqué dans le cancer du sein par rapport a I’exon 15 du géne BRAF. Une question
importante se pose : quels sont les mécanismes moléculaires d’acquisition des ces mutations?
Une meilleure compréhension de ces mécanismes permettra d’élargir le développement des
thérapeutiques ciblées.

Connaissant le role de la mitochondrie dans I'apoptose, la présence de ces mutations pourrait
contribuer a altérer la réponse cellulaire aux agents anticancéreux.

Ainsi, cette étude met en évidence I'intérét d’utiliser un marqueur comme BRAF pour des
analyses de diversité génétique au niveau du cancer du sein. Connu d’une manicere générale
qu’il est mutée chez en majorité a des patients ayant un mélanome. Dans 50 a 70% des cas, un
mélanome est associé a une mutation affectant le géne BRAF, responsable de la prolifération
cellulaire. Cette découverte a permis la mise au point de traitements ciblés, qui bloquent

spécifiquement 1’enzyme kinase BRAF mutée (inhibiteurs de BRAF) (Zhang et al., 2009). Vu




CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

que nous avons déja montré que BRAF pourrait impliquer dans le cancer du sein, une étude
qui permettra de mieux comprendre les mécanismes de cette implication permettrait de
trouver de meilleures solutions thérapeutiques, pour la carcinogenése mammaire comme fut le
cas dans le mélanome. Et des questions se posent dans quelles patientes doit-on rechercher
des altérations de ce géne, et quelles sont les méthodes de recherche les plus sensibles, les
plus spécifiques et les moins coliteuses ? Avec la technologie moderne il serait de ce fait
trouver une thérapie ciblé a une méthode de détection particuliere.

Et aussi la mise en évidence des mutations appartenant a d’autres exons de ce méme gene
BRAF, permettrait de mieux étudier I’effet de ces mutations sur I’apparition du phénotype du
cancer du sein.

Ainsi, les résultats obtenus de cette étude ouvrent la voie a de futures études biochimiques,
protéomiques et cliniques afin de déterminer I’effet de ces mutations somatiques dans le
métabolisme énergétique des cellules tumorales.

La prémisse est que les cellules cancéreuses ont besoin de glucose pour se développer, et la
glutamine est un acide aminé non essentiel qui peut €tre synthétis¢ a partir du glucose.
Comme le glucose provient des glucides, €éliminer les glucides affame littéralement les
cellules cancéreuses. Donc un régime nécessitant 1'élimination des glucides, remplacés par des
protéines et des graisses saines, serait rien de moins qu'un traitement anti-cancer sans les
médicaments. Mais aussi faire diminuer la progression tumorale des patientes, les thérapies
dirigées contre le métabolisme de la glutamine seront de plus en plus efficaces.

Et en fin Il va encore falloir développer notre connaissance de ces tumeurs de sein, pour bien
comprendre les phénomenes et les mécanismes, des ces tumeurs dans le but de bien envisager

des thérapies ciblées.
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Cyt b mumber of variability (217) and FGE (11) as well as that the substitutions of B, Cyr b (1.453), FGE (0.837)
lead to micleotide variability rate of DMAmt That rate of substimtons was notced by (Tan er al, 2002) while
examining the presence of DN AmMT mutaton in breast cancer, of which 58% were the substitutions of gene Cyt & and
the no coding area  (D-Loop). Among mammal it was accurately estimated, that rate is higher than that described
for only onclear sequence and of a nmiltiplicagwve factor of 5 or 10 (Brown et al1982). That rate is varishle
following genome area considered but remains globally higher.

DMAmt general characteristics of nmtations are transitions C-T and A-G (Beckman & Ames, 1907) that are in
cormelatdon with our results with §0% of subsdmtions that are transitions among Cyvr b, They declared that the main
reason of DMAmME nmtatons in fumour is the high level of RO5. On contrast, among FirFmansversions types
mutations (58.9%g) are high with respect to that of wansitions (41.06%). These Tansversiontypes substimrbons
wionldn 't have not effect since they happened in an intronic area of FGE.

Cmar results reveal that each aming acid frequency deriving from cytochrome b sequences are weakly differentated
between sane Hssues and cancerous ones without a statistic signification except glutamine Most of cancers like
breast cancer depend on 3 high rate of aerobic glycolysis for their growth and survival Paradecdcally, some cells
limeages of cancer present also the dependence to ghitamine in spite of the fact that glutamine is 3 no essential aming
acid that can be synthesized Som ghocose. The high shsorption rate of ghitamine by exposed cells depending on
glutamine seemead not coming only fom its role as nirogen donor in micleotides and aming acids of biosynthesis.
Instead of that, glutamine plays a role in the required absorption of amino acid essential in the maintaining and the
activation of the TOR kinase. Furthermore, in many cancerons cells, glutammine is the primary mitochondrial
subsirate as well as the support to maintsin the potentizl of the mitechondrial membrane and integnity as well as the
support of WADPH production pecessary for oxydoreduction conimol and macromolecular symthesis (Levine
etPuzio-Futer, 2010).

In this present work, we have made a comparative study of genetic distance inoa and infer sane and canceroms
tizzues of both genes. As for Cyr b, inside cancerous tissues the value of genetic distance (d= 0.112) is higher than
that of sane tssnes (d= 0.093). This can be explained by the fact that, cancerons cells are no longer under the control
of cellular division regular mechanisms. Owne of the characteristics of cancer is the rapid proliferation of abnommal
cells (OMS, 2012). And as for FUFE, values don't nearly present a difference inside sane tissues (0.006) and inside
cancerous tissues (0.000). Thisis explained by the aspect of ouclear DINA gene which has a less important
replication than that of DIMNA mt (Brown f al., 1982). On contrat, the weak distance of FGE (0.003), confirms the
characteristic of nuclear DNA which has 3 mutation rate less important than that of DNAmE Methionine is under
positive selection for Cyr & gene (dS = 1.618; @ = 8.561. dN — d5 = 6.943 with a value of p= 0.048). In other
words, it is advantageous o mmowr evoludon. Contrary to sane cells, most of nunour cells need a exogenous
contributdon of Methionine, an essental amine acid (Durandoer al., 2008). Molecular mechanisms that help explain
their dependence to Methionine are mumerous. In vive, various spproaches were realized in order to lack in
Methionine. As the main source of Methionine is food, synthetic diet plan lacked in Met have been widely used.
Cither alternatives were to use mefabolism inhibitors of Methionine or anenzymaticdegradation thanks to
Methioninase. Among animal, deficiency in Methionine penmit to limit mumowr growth and reduce the height of
some mumonrs. However, some studies also showed a limited effect over time with an upnurn of the umour growth
after the imterruption of the deficiency. These different modifications suggested the use of a deficiency in
Methionine in mmour cells in association with conventional chemotherapy. Many pre-clinical smdies showed a
synergic effect of a deficiency association im Met and warious cytotoxic agents. Cwurremtly, lntle climical
ivestizations were realized in order to explore this therapentic strategy.

The observed mumber of differences between haplotypes doubly taken produced a mmltimodal dismibution The
amount of variances squared 55D, Cyr b (0.00336; p = 0.9), FGE (0.02400; p = 0.1) are positive and aren’t
significant for both gene. As for FGB, respectave values: Fs of Fu (-6.917; P = 0) and B2 (0.1462; P = 0) of Famos
are significantly negative and positive. However, Tajima Dy (-0.56556; = 0.3} 15 not significantly negative. These
positive and negative values of neutrality tests are due to bare mutations. These results suggest a constant height of
cancerous cells population for both genes, as show multimodal disoibation (Famos-OnsisnsetPozas, 2002).

Conclusion:-
Cyr b implication in cancers, in partdconlar in breast malignant nomour, is no more demonsirated and is more and
more smdied However, FGE is less mplicated in breast malisnant tumour than O & As the role of mitochondria
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