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« Que fes ceuvres sont belles, que tes ceuvres sont grandes. Seigneur tu
nous combles de joie.... Tu fais germer le grain semé. Au temps voulu, les
fruits murissent. Tout homme est une histoire sacrée, ’homme est a

I'image de Dieu. »
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Intrwoduction

Le cancer du sein est la principale cause de morbidité par cancer et la deuxiéme
cause de mortalité par cancer en Afrique subsaharienne (ASS) et au Bénin en
particulier. Bien que I’incidence des cancers du sein en ASS soit parmi les plus
faibles au monde, les taux de mortalité y sont les plus élevés, reflétant un pronostic
médiocre [1]. Méme si la plupart des auteurs évoquent le stade tardif au diagnostic
et acces au traitement comme les principaux facteurs pouvant expliquer cette

surmortalité, d’autres facteurs notamment génétiques devraient étre explorés.

De plus, la plupart des études africaines insistent sur I’age jeune des patientes.
Dans une étude nationale réalisée au Bénin de 2014 a 2018, I’4ge moyen des
patientes atteintes du cancer du sein était de 47,45 ans et plus de 60% des patientes
atteintes avaient moins de 50 ans. Le méme résultat a ét¢ rapporté dans d’autres
séries africaines [2]. Ce constat renforce 1’hypothése de I’existence des mutations
génétiques déléteres chez la femme africaine. La prise en charge et la prévention
des cancers du sein liés a des mutations génétiques sont tres specifique. A notre
connaissance, en ASS et au Bénin, peu d’études ont été consacrees a la recherche
des facteurs genétiques de cancer du sein notamment celles utilisant le séquencage

de nouvelle géenération (NGS).

e Objectif général
Identifier les mutations génétiques déléteres chez les femmes atteintes d’un
cancer du sein au Bénin.
e Objectifs specifiques
1. Evaluer la quantité¢ d’ADN pouvant étre extrait des blocs de paraffine et
de prélévements biopsiques de cancer du sein.
2. Evaluer la qualit¢ de I’ADN extrait des blocs de paraffine et des
prélevements biopsiques de cancer du sein,
3. ldentifier les caractéristiques des mutations genétiques deléteres chez les

femmes atteintes d’un cancer du sein.
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1.1. Epidémiologie descriptive

1.1.1. Incidence

Le cancer du sein est un probleme mondial de santé publique aussi bien dans les
pays developpés que dans les pays en développement. Selon 1’Organisation
Mondiale de la Santé (OMS), plus de 2,2 millions nouveaux cas de cancer du sein
ont été diagnostiqués dans le monde en 2020, ce qui en fait le cancer le plus
fréquent [1]. Les taux d’incidence standardisés pour 1’age étaient de 92,6 pour
100.000 femmes en Europe de I’Est et 84,8 pour 100.000 en Amérique du Nord
[3]. Cette incidence plus marquée dans les pays développés tend a augmenter dans
les pays d’Afrique au Sud du Sahara en raison de I'urbanisation importante et
I’adoption du mode de vie occidental. Une étude réalisée au Cameroun retrouvait
une fréquence annuelle de 304,4 nouveaux cas [4]. Des études ont montre des
disparités raciales et ethniques entre les femmes noires et caucasiennes dans
I’épidémiologie du cancer du sein. Les femmes noires ont un taux d’incidence
plus faible, mais un taux de mortalité plus élevé que les femmes blanches [5]. De
plus, les taux d’incidence du cancer du sein en Afrique subsaharienne sont en
hause. La complexité et I’hétérogénéité de cette tumeur varient en fonction de la
race et de I’ethnie [4]. Au Beénin, le cancer du sein est le premier cancer de la
femme [3]. En effet, 1066 nouveaux cas de cancer du sein ont été enregistrés en
2020 soit environ 15,8% de I’ensemble des cancers enregistrés sur la méme
période. Dans une etude réalisée en 2013 par Tonato-Bagnan et al. le cancer du
sein était le cancer le plus diagnostiqué de la femme et représentait 44,3% de
I’ensemble des cancers gynécologiques [6]. La figure 1 montre la répartition des
pays d’ Afrique au Sud du Sahara en fonction du premier cancer chez la femme en

termes d’incidence.
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Figure 1: Répartition des pays d’ Afrique au Sud du Sahara en fonction du premier

cancer chez la femme en termes d’incidence [7].

1.1.2. Mortalité

Le cancer du sein est la premiere cause de mortalité par cancer chez les femmes
dans presque tous les pays, sauf dans les pays les plus économiquement
développés ol il est passée au 2°™ rang, apres le cancer des poumons. La mortalité
par cancer du sein décroit depuis une trentaine d’années dans les pays les plus
industrialisés comme en France. Le fardeau de la mortalité du cancer augmente
rapidement dans le monde entier [3]. Le taux de survie a cing ans en Afrique
subsaharienne est inférieur a 40%, contre 86% aux Etats-Unis [8]. Bien que les
taux d'incidence en Afrique soient les plus bas au monde, les taux de mortalité y
sont les plus élevés, reflétant une survie faible. En 2020, I’ Afrique a enregistré
186 598 nouveaux cas de cancer du sein dont 85 787 déeces. Les taux de mortalité
par cancer du sein ont diminué de 34 % de 1990 a 2014. La baisse a été plus
Importante chez les femmes de moins de 50 ans que chez celles de plus de 50 ans

et plus. La baisse de la mortalité par cancer du sein a été attribuée a la fois aux

@
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améliorations du traitement et a la détection précoce [7]. La figure 2 montre le
risque cumulé (entre 0 et 74 ans) des dix cancers les plus fréquents en termes
d'incidence ou de mortalité en Afrique sub-saharienne.

[JIncidence [ Maortality

Prostate | [52% |2:1%
Breast | |41% , | 2:1%
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Cumulative risk (%)

Figure 2: risque cumulé (entre 0 et 74 ans) des dix cancers les plus fréquents en

termes d'incidence ou de mortalité en Afrique sub-saharienne [7].

1.2. Epidémiologie analytique
Plusieurs facteurs de risque ont été identifiés comme pouvant influencer la

survenue et le développement du cancer du sein.

1.2.1. Facteurs hormonaux
e Age précoce des premiéres menstruations : de nombreuses études
montrent que le risque de cancer du sein augmente de 50 % si les premiéres
régles sont survenues avant 1’dge de 12 ans [9,10]. Le fondement
biologique de cette assertion correspond a [’exposition précoce et
prolongée a I’imprégnation hormonale qui existe durant la période
d’activité des ovaires. Cette exposition est considérable lorsque les cycles

menstruels sont réguliers. Une telle hypothése concorde avec les taux
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d’cestrogéne ¢€levés apres les régles que I’on observe chez les femmes qui
ont eu leurs menstruations precocement [9].

Ménopause tardive : les femmes qui ont leur ménopause apres 50 ans
présentent un risque plus élevé de cancer du sein en comparaison avec
celles dont les menstruations cessent précocement. Ce risque augmente
d’environ 3 % pour chaque année supplémentaire a partir de 1’age présumé
de la ménopause. Ce mécanisme est expliqué par la production prolongée
des hormones ovariennes [11].

Contraception orale oestroprogestative : le risque de cancer du sein est
augmenté d’environ 25 % chez les femmes utilisant couramment les
contraceptifs oraux [9]. Ce risque décroit aprés l'arrét de la contraception,
et rejoint celui des femmes jamais traitées environ dix ans apres l'arrét [12].
Le risque de cancer du sein ne change pas de maniere significative avec la
durée d’utilisation et est indépendant du type d’cestrogéne ou de la
combinaison des préparations utilisées. Le cancer du sein est rare chez les
jeunes femmes en age de procreer qui utilisent

les contraceptifs oraux [13]. Plus les contraceptifs oraux seront utilisés
tardivement, plus le nombre de cas de cancer du sein qui en résultera sera
important. La durée totale d'utilisation, la dose et le type de contraceptif
oral ne semblent pas avoir d'effet. Seul un petit nombre de cas de cancer du
sein sont attribuables a la prise de contraceptifs oraux du fait de la faible
augmentation du risque et des taux de cancer du sein peu élevés dans les
tranches d'age concernées par la contraception [12].

Les traitements hormonaux de la ménopause (THM) : les traitements
hormonaux de la ménopause sont associés a un risque accru de cancer du
sein. L’augmentation du risque de cancer du sein s’est avérée pour les THM
combinant un cestrogéne et un progestatif [14]. Ce risque est plus faible
voire controversé pour les THM a base d’cestrogéne seul. Dans certaines

études effectuées en France, le risque de cancer du sein associé aux THM
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combinant un cestrogéne et de la progestérone naturelle n’était pas
augmenté, a I’inverse des traitements utilisant des progestatifs de synthese.

Ce risque augmente avec la durée totale d’utilisation [10].

Facteurs liés a la reproduction

La nulliparité et ’dge a la premiére grossesse : le role délétere de la
nulliparité dans le cancer du sein est reconnu depuis longtemps. Chez les
femmes non nullipares, le risque de cancer du sein est d'autant plus faible
gue la parité est élevée [15]. Les femmes qui ont mené au moins une
grossesse a terme avant I’age de 30 ans présentent, en moyenne, un risque
de cancer du sein diminué de 25 % par rapport aux femmes nullipares.
L’effet protecteur de la multiparité semble augmenter proportionnellement
au nombre d’accouchements [16]. Enfin, il est reconnu que le risque de
cancer du sein augmente avec l'dge a la premiére grossesse. Cette
augmentation serait en rapport avec une différenciation plus tardive des
cellules mammaires survenant apres la premiere grossesse a terme. [12].
L’allaitement : constitue un facteur protecteur de cancer du sein, d'autant
plus marquée que la durée d'allaitement est plus longue[9]. La
différenciation de I'épithélium mammaire a son stade final d'évolution et le
rallongement de la période anovulatoire chez les femmes en période
d'allaitement constituent des explications plausibles de cette association
[12].

Facteurs lies aux habitudes de vie

L’obésité et le surpoids : les femmes qui maintiennent une activité
physique tout au long de la vie ont un risque de cancer du sein diminue par
rapport aux femmes inactives [17]. Cette conclusion s'applique aussi bien
en pré qu'en post ménopause [12]. En période post menopausique, lI'exces
d'adiposité et le gain de poids tendent a augmenter le risque de cancer du

sein. La production d'cestrogénes par le tissu adipeux qui devient le
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principal site de production aprés la ménopause et les mécanismes
d'insulinorésistance liés a l'adiposité sont les principales causes évoquees
pour expliquer cette association [18].

L’alcoolisme : I’alcool est le seul facteur nutritionnel établi de risque de
cancer du sein. Ce risque augmente d’environ 7 % pour une consommation
moyenne d’une boisson alcoolique par jour [19]. L’alcool provoque une
augmentation du niveau des hormones dans le sérum et une production
accrue de facteurs de croissance IGF (Insulin-like Growth Factor). Les IGF
agissent comme des mitogénes, inhibent I’apoptose et interagissent avec les
cestrogenes. Une production accrue d’IGF augmente le risque de cancer du
sein surtout avant la meénopause [20].

Le tabagisme : constitue une importante source de substances
carcinogénes. Cependant la cigarette n’est pas considérée comme un
facteur de risque de cancer du sein. Certaines recherches ont trouvé que les
fumeuses présentent un risque réduit, d’autres aucun risque. L’effet
protecteur de la cigarette dans le cancer du sein serait dii & I’action anti-
cestrogénique du tabac et a la diminution des cestrogeénes circulantes. Il a
été rapporté que les fumeuses ont une ménopause précoce et une
concentration urinaire réduite d’cestrogénes pendant la phase lutéale du
cycle menstruel [11]. Le tabagisme passif pourrait aussi étre associé a une
augmentation du risque, bien que les études ne convergent pas toutes,
certaines etudes associent un risque de 60 pourcents. Ce risque est multiplié

par trois chez les femmes aprés la ménopause [21].

Autres facteurs de risque

Radiations ionisantes : I'exposition aux radiations ionisantes est le seul
facteur de risque bien établi de cancer du sein d'origine environnementale.
Les femmes exposées au moment de la puberté semblent étre les plus

vulnérables [22].
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e Densité mammaire : le niveau de densité des tissus mammaires en
mammaographie augmente le risque de cancer du sein. Ce risque est
multiplié de deux a six fois pour les femmes ayant des seins denses en
mammographie. Cette augmentation du risque est indépendante de 1’effet
des autres facteurs de risque. Les études estiment que 30 % des cas de
cancer du sein sont attribuables a une densité mammaire supérieure a 50 %
a la mammographie par rapport a la densité moyenne[9].

e Maladies bénignes du sein : les maladies bénignes du sein constituent un
facteur de risque de cancer du sein. En histologie, on distingue deux
groupes :

o les leésions prolifératives : les lesions prolifératives sans atypie
multiplient le risque par deux, tandis que les lésions hyperplasiques avec
atypie augmentent ce risque d’au moins quatre fois [23].

o les lésions non prolifératives avec ou sans atypie : généralement ces
Iésions ne sont pas associées a un risque accru de cancer du sein ou, Si

elles le sont, le risque est tres faible [23].
1.3. Rappels
1.3.1. Rappels anatomiques [24]

1.3.1.1. Situation des seins

Les seins occupent la partie antéro-supérieure du thorax, de part et d’autre du
sternum en avant des muscles pectoraux, en regard de I’espace compris entre la
3°Me et la 7¢™ cote, le mamelon se situant au niveau de la 9™ vertébre dorsale. En
position debout, sous I’influence de son propre poids, le sein tombe légerement,
ce qui crée le sillon infra-mammaire entre la moitié inférieure du sein et le thorax.
Cliniquement, le sein est divisé en quatre quadrants : supéro- externe, supéro-

interne, inféro- externe, inféro- interne et le prolongement axillaire.
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1.3.1.2. Forme des seins

Les seins sont de forme semi-sphériques chez les femmes européennes et
asiatiques, plutot coniques chez les femmes africaines. La taille d’un sein est
d’environ 12 cm en hauteur et largeur. Les deux mamelons sont distants d’environ

20 cm. Les seins sont fréquemment asymétriques.

1.3.1.3. Poids et consistance des seins

Le poids du sein varie selon la morphologie de la femme et 1’état physiologique :
la phase du cycle menstruel, la grossesse et la lactation. De 200 g chez la jeune
fille, il peut atteindre 500 g chez la femme allaitante et 900 g dans certains cas.
Le sein est une glande sous-cutanée de consistance un peu grenue a la palpation a
pleine main. La pression contre la paroi thoracique fait disparaitre cette sensation.

Elle apparait alors ferme et élastique.

1.3.1.4. Plaque aréolo-mammaire et la glande mammaire

e La peau péri-aréolaire : elle est mince, lisse souple et d’une douceur
unique au toucher.

e L’aréole : elle présente une coloration caractéristique rosee chez les
rousses et les blondes, brunatre chez les brunes et d’un noir mat chez les
noires. La teinte est plus foncée pendant la grossesse. Elle est parsemée de
tubercules des glandes aréolaires sous-jacentes. Sa peau est adhérente et
immobile.

e Le mamelon : il est saillant au centre de 1’aréole, cylindrique ou conique.
Il est long de 10 mm environ et large a sa base de 15mm. Sur son sommet
s’ouvrent les ostiums papillaires des conduits lactiferes. Il est rugueux avec
une pigmentation identique a celle de 1’aréole, sauf /’aréa cribrosa qui est
plus claire.

e La glande mammaire : dans chaque sein, la glande mammaire est une
masse de densité variable, discoide aplatie d’avant en arriére, de contour

irregulier. Elle est organisée en une vingtaine de lobes. Chaque lobe est
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composé de 20 a 40 lobules et chaque lobule contient 10 a 100 alvéoles.
L’unité de base est I’acinus ou alvéole. L’alvéole est une cavité arrondie en
forme de cul de sac qui constitue la partie sécrétrice de la glande. Chaque
acinus se draine par un canal intra lobulaire ou alvéolaire ou canal de
troisieme ordre. Les acini et les canaux interlobulaires forment un lobule
qui se draine par un canal interlobulaire (canal galactophore de deuxiéme
ordre). Plusieurs lobules se réunissent pour former un lobe glandulaire qui
se draine par un canal galactophore de premier ordre. Les canaux
galactophores convergent vers le mamelon, ils s’élargissent pour former les
sinus lactiferes, puis se rétrécissent et débouchent au niveau des pores du

mamelon.

1.3.1.5. Moyens de fixation du sein

Ils sont représentés par la peau et les ligaments suspenseurs du sein. Les ligaments
suspenseurs sont constitués par les nombreux septums qui unissent les fascias pre-
mammaires et rétro-mammaires. La figure 3 montre la coupe sagittale du sein

féminin selon Franck Netter.
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1- Fascia pectoral

2- fascia superficialis thoracique
(f.s.t)

3- Lame rétro mammaire du f.s.t.

4- Ligament suspenseur du sein

5- Lame pré mammaire du f.s.t.

6- Conduit lactiféeres

7- Aréole mammaire

8- Couche graisseuse pré mammaire
9- Lobe mammaire

10- muscle subclavier

11- Plévre

12- Fascia endothoracique

13- Fascia thoracique profond

14- Fascia clavi-pectoral

15- Muscle petit pectoral

16- Muscle grand pectoral

17- Couche séreuse rétro mammaire
18- Poumon

Figure 3: coupe sagittale du sein féminin selon Franck Netter [25]

1.3.1.6. Vascularisation

1.3.1.6.1. Artéres

Les vaisseaux assurant la vascularisation artérielle proviennent des artéres

thoraciques internes, axillaires et intercostales.

L’artére thoracique interne donne les rameaux mammaires médiaux.

L’artere axillaire donne au sein I’artére thoracique latérale, I’artére thoracique

latérale accessoire et des rameaux thoraciques de I’artére thoraco-acromiale.

Les artéres intercostales dorsales donnent par leurs rameaux perforants latéraux,

des rameaux mammaires latéraux.
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1.3.1.6.2. Veines

Les vaisseaux assurant la vascularisation veineuse proviennent de :

Les veines sous-cutanées, plus apparentes pendant la grossesse, forment
un cercle péri-mamelonnaire, quasi constant. Elles se drainent vers les
veines jugulaires externes, céphaliques et sous cutanées de ’abdomen.
Le réseau veineux profond, anastomosé au précédent, présente trois voies
de drainage :

le drainage latéral s’effectue par les veines thoraciques latérales dans la

veine axillaire,

le drainage médial aboutit aux veines thoraciques internes,

le drainage posterieur s’cffectue par les veines intercostales dans les

veines azygos et azygos accessoires.

1.3.1.6.3. Lymphatiques

Le réseau sous-aréolaire forme le centre anastomotique principal entre le
réseau de la glande mammaire et le réseau cutané.

Le réseau cutané ou superficiel se draine essentiellement dans les
lymphocentres axillaires.

Le réseau de la glande mammaire ou profond est interlobulaire. 1l se
draine surtout dans le réseau sous-areolaire et dans les collecteurs rétro-
mammaires.

Les collecteurs efférents : Le drainage lymphatique principal est
centrifuge a partir de I’aréole vers les lymphocentres axillaires. Il n’existe
aucun collecteur direct vers les nceuds lymphatiques supra-claviculaires.
Les collecteurs axillaires se subdivisent en quatre pédicules : le pédicule
thoracique latéral, le pédicule subscapulaire, le pédicule rétro-pectoral et le
pédicule central.

Les collecteurs rétro-mammaires comprennent un pédicule trans-
pectoral et un pédicule inter-pectoral.
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e Les collecteurs para-sternaux forment deux pédicules : Un pédicule

trans-pectoral et un pédicule infra-pectoral.

1.3.1.7. Innervation

e Les nerfs superficiels cutanés issus des plexus cervical, brachial et des
nerfs intercostaux.

e Les nerfs profonds qui suivent le trajet des vaisseaux dans la glande.
Tous ces nerfs envoient de nombreuses ramifications vers 1’aréole et le
mamelon, zones extrémement sensibles. L’excitation de ces nerfs entraine
I’érection du mamelon et la contraction des canaux galactophores a leur

extrémiteé.

1.3.2. Rappel histologique

Chacune des deux glandes mammaires est une glande exocrine, tubulo-acineuse
composée. On y trouve un systeme ramifié de canaux excreteurs terminés en cul-
de-sac par des portions sécrétrices tubulo-acineuses. Chaque glande mammaire
est constituée de 10 a 20 lobes drainés par des canaux galactophores collecteurs «
lactiféres » s’ouvrant individuellement a la peau au niveau du mamelon. Chaque
lobe est lui-méme constitué de lobules, chaque lobule étant constitué de tubulo-
acini correspondant a la partie secrétrice de la glande. Les lobes sont separées par
du tissu conjonctif dense et entourés par du tissu adipeux abondant, de méme les
lobules sont entourés par du tissu conjonctif dense alors que le tissu conjonctif
intralobulaire (tissu conjonctif palléal) est lache.

Les canaux excréteurs sont d’abord intralobulaires, puis interlobulaires et enfin
interlobaires a épithélium pavimenteux stratifie.

Les tubulo-acini de la glande mammaire au repos sont constituees de cellules
disposées sur deux couches : sécrétrices, au contact de la lumiere et

myoépithéliales, au pourtour.
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1.3.3. Rappels physiologiques [24]

Les seins jouent un réle important dans I’esthétique et la féminité de la femme.
Mais le plus important reste leur role dans 1’allaitement maternel.

Dés la puberté plusieurs hormones influencent les seins, tant dans sa forme que
dans son volume notamment 1’cestrogéne et la progestérone. Ces hormones,
fabriquées par les ovaires, ont une influence sur les seins tout au long de la vie.
Les cestrogenes agissent sur la croissance cellulaire des canaux, du tissu
conjonctif, et du tissu adipeux. En outre, I’cestrogéne stimule positivement la
synthese de leurs récepteurs et ceux de la progestérone. Ces hormones sont
fabriguées au cours de la premiére partie du cycle menstruel de la femme.

La progestérone est principalement présente lors de la seconde partie du cycle
menstruel. Elle a une action complémentaire a celle des cestrogeénes. Elle agit sur
la partie distale du canal galactophore en induisant la formation et la
différenciation des acini.

La fonction biologique du sein en période d’allaitement est de produire du lait afin
de nourrir un nouveau-né. La prolactine a son role dans 1’induction de la sécrétion
lactée, lequel role sera entretenu par la succion du bébé. L’ocytocine, elle

provoque la contraction des cellules myoépithéliales.
1.4. Diagnostic et traitement du cancer du sein
1.4.1. Diagnostic

1.4.1.1. Signes cliniques [26,27]
La suspicion d’un cancer du sein chez une femme peut étre faite dans les
circonstances suivantes :
e lors d’'un examen clinique anormal (nodule palpable, écoulement
mamelonnaire séro-sanglant, maladie de Paget du mamelon),

e Jors d’un examen systématique de dépistage,
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Quel que soit le mode de découverte, la prise en charge diagnostique comprend
toujours un examen clinique suivi d’un bilan radiologique et d’un diagnostic
histologique qui confirment ou infirment le diagnostic.

L’examen clinique mammaire proprement dit doit rechercher des points capitaux
pour caractériser la tumeur. Il s’agit de :

e sataille,

e satopographie, sa localisation par quadrant ou rétro-aréolaire,

e sa mobilité par rapport au plan thoracique par la manceuvre de Tillaux, qui
consiste en une abduction contrariée du bras permettant d’apprécier la fixité
par rapport au muscle grand pectoral,

e [’¢état cutané avec la recherche de signes d’atteinte comme un érythéme, un
aspect en “’peau d’orange’’ ou une ulcération,

e J’examen du mamelon et de I’aréole a la recherche d’un écoulement
(sanglant, jaunatre ou verdatre), d’une rétraction ou d’une déviation
mamelonnaire,

e la palpation des aires ganglionnaires axillaires et sus-claviculaires,

Et enfin I’examen général.

L’examen clinique des seins doit toujours étre bilatéral et symétrique.
1.4.1.2. Examens paracliniques

1.4.1.2.1. Examens d’imagerie

e Mammographie [28]
La mammographie est I’examen de référence dans le dépistage et le diagnostic du
cancer du sein. Dans la plupart des pays développés les politiques de dépistage
systématique reposent sur la réalisation de la mammographie. Elle doit étre
bilatérale et comparative avec des clichés de face, de profil et du prolongement

axillaire.
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La mise en évidence d’opacités (circonscrites ou stellaires), de désorganisations
architecturales ou de microcalcifications est un signe évocateur d’un cancer du
sein dans la plupart des cas. Cependant la mammographie présente des limites.
Certaines Iésions sont indétectables soit par leur topographie ou leur localisation
dans un secteur dense. Le radiologue résume les Iésions retrouvées en utilisant :
la classification BI-RADS (Breast Imaging Reporting and Data System) de
I’American College of Radiology (ACR) [29].
Catégorie 0 : Investigations complémentaires nécessaires
Catégorie 1 : Mammographie normale
Catégorie 2 : Lésions typiquement bénignes
Catégorie 3 : Léesions probablement benignes - surveillance mammographique
Catégorie 4 : Lésions suspectes de malignité - une biopsie doit étre envisagee
pour confirmation histologique

o Categorie 4A : Faible suspicion de malignité

o Categorie 4B : Suspicion modérée de malignité

o Categorie 4C : Forte suspicion de malignité
Catégorie 5 : Lesions typiques de malignité — confirmation histologique
Catégorie 6 : Cancer histologiquement confirmé

e Echographie mammaire [30]
Le role le plus important de 1’échographie est la caractérisation des masses restant
ambigiies a la mammographie, ainsi que I’exploration des aires ganglionnaires de
drainage. Ses indications sont envisagees, en premiere intention (femme de moins
de 30 ans, femme enceinte, syndrome inflammatoire) ou apres une
mammographie anormale (caractérisation d’une image) ou normale (détection
d’un cancer dans les seins denses).
e Imagerie par résonnance magnetique (IRM) [31]

L'IRM du sein est principalement utilisée chez les femmes qui ont été déja
diagnostiquées pour un cancer du sein dans le but de mesurer la taille du cancer

de rechercher d'autres tumeurs dans le sein ainsi que le sein opposé. Pour certaines
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femmes a haut risque de cancer du sein, une IRM de dépistage est recommandée
avec une mammographie annuelle.

Il faut noter que I’IRM est connue pour donner des résultats faussement positifs.
Ainsi, bien que I'IRM du sein soit utile pour les femmes a haut risque, elle est
rarement recommandée comme test de dépistage pour les femmes a risque moyen
de cancer du sein. De plus, I'RM du sein ne montre pas de dépdts de calcium,

appelés microcalcifications qui peuvent étre un signe de cancer du sein.

1.4.1.2.2. Histologie
Il existe plusieurs techniques de prélevement biopsique dans les cancers du sein :
o la cytoponction,
o la microbiopsie pour les tumeurs palpables,
o la macrobiopsie pour les micros calcifications et les tumeurs
infracliniques,
o la biopsie chirurgicale,
o latumorectomie biopsique.
L’histologie confirme le diagnostic et précise
e Le type histologique [32]
Les plus frequents sont :
o carcinome canalaire in situ ou carcinome intra canalaire
o carcinome canalaire infiltrant
o carcinome lobulaire in situ ou carcinome intra lobulaire
o carcinome lobulaire infiltrant
e Le grade histopronostique de Scarff Bloom et Richardson (SBR) [33]
SBR 1 : tumeur de bas grade
SBR 2 : tumeur de grade intermédiaire

SBR 3 : tumeur de haut grade
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Tableau I: grade histopronostique de SBR

Parametres Score 1 Score 2 Score 3

Différenciation Plus de 75% de la Entre 10% et 75% Moins de 10%

tubulo-glandulaire  tumeur

Pléomorphisme Petits noyaux Pléomorphisme Augmentations
nucleéaire réguliers, uniformes  Modéré marquées de taille, de
forme avec atypies

majeures
Nombre de 0 & 6 mitoses 7 a 12 mitoses Supérieur & 12
Mitoses Mitoses

e L’immunohistochimie confirme :
o la présence des récepteurs hormonaux (RH), les RE, RP,
o la surexpression de I’ HER 2,
o I’index de prolifération Ki67,
o les emboles vasculaires.
e Profil moléculaire des cancers du sein [34]
o Luminal A : RE positif, RP >20%, HER2 négatif, et Ki67 <20%.
o Luminal B non HER2 : RE positif, HER2 négatif ; et RP<20% ou
Ki67>20%.
o Luminal B HER2 : RE positif et/ou RP positif, HER2 positif
o HER2 surexprimé : RE négatif, RP négatif et HER2 positif.
o Triple négatif : RE negatif, RP négatif et HER2 négatif
e Classification TNM et Stadification des cancers du sein [35]
Au terme des investigations cliniques et paracliniques, la tumeur devra étre
classée :
La classification TNM
o Taille delatumeur: T

o Tx: latumeur primitive ne peut étre évaluée
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o TO0: la tumeur primitive n’est pas palpable

o Tis: présence d’un carcinome in situ ou de maladie de Paget sans tumeur
décelable (Tis Paget)

o T1:tumeur <20 mm dans sa plus grande dimension

o T1mi : tumeur <1 mm dans sa plus grande dimension

o Tla:tumeur > 1 mm et <5 mm dans sa plus grande dimension

o T1b :tumeur > 5 mm et < 10 mm dans sa plus grande dimension

o Tlc:tumeur > 10 mm et <20 mm dans sa plus grande dimension

o T2 :tumeur > 20 mm et < 50 mm dans sa plus grande dimension

o T3 :tumeur > 5cm dans sa plus grande dimension

o T4 : tumeur de toute taille avec extension directe a la paroi thoracique
(@) ou a la peau (b)

o T4a : extension a la paroi thoracique

o T4b : ulcération et / ou nodules satellites macroscopiques homolatéraux
et / ou cedéme cutané (y compris la peau d’orange) ne répondant pas aux
criteres du carcinome inflammatoire

o T4c: T4aet T4b sont présents

o T4d : carcinome inflammatoire

Atteinte ganglionnaire : N

o NXx: I’atteinte ganglionnaire ne peut étre évaluée

o NO : absence de signe d’envahissement ganglionnaire régional

o N1 : ganglions axillaires homolatéraux suspects mobiles

o N1mi : micro métastases (environ 200 cellules, supérieures a 0,2 mm,
mais aucune superieure a 2,0 mm)

o N2 : ganglions axillaires homolatéraux suspects fixés entre eux ou a
d’autres structures, ou présence clinique d’adénopathies mammaires
internes en 1’absence d’adénopathies cliniques axillaires

o N2a: ganglions axillaires homolatéraux fixés
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o N2b : ganglions mammaires internes homolatéraux cliniqguement
apparents sans adénopathies axillaires cliniques

o N3 : ganglions sous-claviculaires homolatéraux ou mammaires internes
avec présence d’adénopathies axillaires ou ganglions sus-claviculaires
présents

o N3a : ganglions suspects sous-claviculaires

o N3b : ganglions mammaires internes et ganglions axillaires
homolatéraux

o N3c : ganglions sus-claviculaires homolatéraux

Atteinte métastatique : M

o Mx: détermination impossible de I’extension métastatique

o MO : absence de métastases a distance

o M1 : présence de métastase(s) a distance

o Classification par stade de PAJCC UICC

o Stade 0 :Tis NO MO

o Stadel:

o IA:T1NOMO

o IB:TON1Imi MO ; T1 N1mi MO

o Stadell:

o IHATON1IMO; T1N1MO;T2NOMO;

o 1IBT2N1MO; T3NOMO

o Stade Il

o HIATON2MO; TIN2MO;T2N2MO; T3N1MO; T3N2MO

o B T4NOMO;T4N1MO;T4N2MO

o IHIC Tous T N3 MO

o Stade IV Tous T, Tous N, M1
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1.4.2. Traitement

1.4.2.1. But
Le traitement des cancers du sein vise a obtenir la plus grande probabilité de
guérison ou la plus longue survie sans rechute, avec un préjudice fonctionnel,

esthétique mineur et une bonne qualité de vie.

1.4.2.2. Moyens
Le traitement des cancers du sein repose sur la chirurgie, la chimiothérapie, la

radiothérapie, ’hormonothérapie, la thérapie ciblée et la psychothérapie.

1.4.2.2.1. La chirurgie [36]
Elle se présente sous deux volets :
e la chirurgie de la tumeur primitive : elle est conservatrice ou non
conservatrice

o Lachirurgie conservatrice : elle consiste a enlever la zone tumorale de
facon a respecter le plus possible le sein. Il peut s’agir d’une
tumorectomie, d’une quadrantectomie lorsque tout un quadrant du sein
est affecté, d’une zonectomie lorsque la zone tumorale est microscopique
ou d’une pamectomie lorsque la tumeur intéresse la plaque
aréolomammaire.

o La chirurgie radicale ou mastectomie : la mastectomie respectant les
pectoraux de type Patey, elle est associée a un préléevement du ganglion
sentinelle et/ou un curage axillaire. Les mastectomies enlevant les
pectoraux, type Halsted, ne sont plus guére pratiquées, sauf adhérences
de la tumeur aux plans musculaires. Une reconstruction mammaire
immediate ou secondaire peut étre proposee [37].

e lachirurgie des ganglions :
le curage ganglionnaire : il consiste en une exerése de tous les

ganglions mais est aussi associé a un taux élevé de complications

RECHERCHE DE MUTATIONS GENETIQUES DELETERES CHEZ LES FEMMES ATTEINTES
D’UN CANCER DU SEIN AU BENIN : ETUDE PILOTE



[A:l 7 e’té)

notamment le lympheedéme du membre supérieur. Il laisse

progressivement place a la technique du ganglion sentinelle.

1.4.2.2.2. La radiothérapie

Elle a pour but de diminuer le risque de récidive locale ou locorégionale :
e au niveau du lit tumoral,
e pour traiter des foyers cancéreux infracliniques,

e pour traiter les zones de drainage lymphatique non opérées. [37]

1.4.2.2.3. L’hormonothérapie [37]
Elle repose sur I'hnormonosensibilité de 80 % des tumeurs du sein d'autant plus
nettes que la femme est menopausée et que la tumeur comporte des récepteurs aux
cestrogenes et a la progestérone. Elle est de plusieurs types :

e [’hormonothérapie suppressive définitive

e I’hormonothérapie compétitive par les androgénes, les progestatifs, les

antiestrogenes.

1.4.2.2.4. La chimiothérapie [37]
Il en existe plusieurs types :

e la chimiothérapie adjuvante

e la chimiothérapie néoadjuvante
Chez une patiente qui a un cancer du sein volumineux (> 3 cm) non accessible a
un traitement conservateur ou inopérable d’emblée, ou une patiente avec une
tumeur HER 2 ou triple négatif, une chimiothérapie dite << néoadjuvante > peut-
étre proposée. Elle a pour but de stopper la prolifération tumorale et de faire
diminuer le volume tumoral avec si possible l'obtention d'une réponse

histologique compléte reconnue.
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1.4.2.2.5. Les thérapies ciblées [38]

Les cellules cancéreuses du sein peuvent surexprimer des récepteurs spécifiques
qui, lorsqu'ils sont activés, peuvent aboutir a I'expression de génes pour la
prolifération, la croissance, la migration des cellules cancéreuses.

Les thérapies ciblées contre le cancer du sein impliquent des substances ou des
médicaments qui bloguent la croissance du cancer en interférant avec la fonction
de molécules spécifiques, responsables de la prolifération et de la survie des
cellules tumorales.

L'anticorps recombinant trastuzumab (Herceptin) cible ’'HER2 est le premier
médicament approuvé pour le traitement du cancer du sein avec surexpression de
I’HER2.

1.5. Epidémiologie génétique du cancer du sein

1.5.1. Rappels de notions de génétique
L’épidémiologie génétique et moléculaire nécessite d’utiliser différents termes ci-
dessous [39] :

e Gene : le gene, du latin et du grec « genesis » qui veut dire « naissance »,
est une séquence de la molécule d’Acide Désoxyribonucléique (ADN), et
par conséquent d’un chromosome, qui code pour la synthése d’une protéine
dans la cellule ou elle s’exprime. En association ou seul, il est responsable
d’un caractére génétique. A la surface du géne, nous distinguons plusieurs
régions : le promoteur qui précéde la partie codante ; des parties non
codantes (introns) qui alternent avec des parties codantes (exons).

e Allele : un alléle est une version variable d'un méme géne, c'est-a-dire une
forme variée qui peut étre distinguee par des variations de sa sequence
nucléotidique. 1l existe généralement quelques alleles pour chaque géene,
mais certains genes possedent plusieurs dizaines d'alléles. Les alléles d'une
paire de chromosomes homologues peuvent étre identiques, c'est

I'nomozygotie, ou différents, c'est I'nétérozygotie.
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e Génome : le génome, est I'ensemble du matériel génétique d'une espece
codé dans son ADN a l'exception de certains virus dont le génome est
constitué d'acide ribonucléique (ARN). Il se décompose en séquences
codantes (transcrites en ARN messagers et traduites en protéines) et non
codantes (non transcrites, ou transcrites en ARN, mais non traduites). Le
génome est constitué d’un ou plusieurs chromosomes dont le nombre total
depend de l'espece considérée. Chez I'nomme, le génome nucléaire est
réparti sur 46 chromosomes, soit 22 paires d'autosomes et deux gonosomes
(XX chez la femme, XY chez I'hnomme) .

e (Genotype : le génotype est une partie donnée de I'information génétique
d'un individu. Le génotype d'un individu est donc la composition allélique
de tous les génes de cet individu.

e Phénotype : le phénotype est I'ensemble des traits observables d'un
organisme. Pour certains traits simples, la correspondance entre le génotype
et le phénotype est directe, et les deux sources d'information sont
redondantes. Cependant, la plupart des caracteres dépendent de multiples
genes, et I'influence du milieu peut étre un facteur déterminant. Dans ce cas,
le génotype ne permet pas de prévoir précisément le phénotype de
I'individu, mais seulement d'estimer sa valeur moyenne.

e Next-generation sequencing (NGS) : c¢’est une méthodologie moléculaire
qui permet le séquencage rapide de milliers a des millions de molécules
d'ADN ou d’ARN simultanément, en déterminant l'ordre unique et
spécifique des bases des acides nucleiques. Cet outil permet donc le
séquencage de plusieurs genes et de plusieurs individus simultanément, en

comparant la sequence du patient a une séquence de référence.

1.5.2. Facteurs de risque génétique du cancer du sein
Une transmission héréditaire pourrait étre a I'origine de 10 % des cancers du sein

[42]. Certains variants sporadiques ou acquis se produisent naturellement dans
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certaines de nos cellules au cours de notre vie et ne se transmettent habituellement
pas aux enfants. D’autres variants héréditaires sont transmis par notre pére ou par
notre mere des notre conception et se trouvent dans toutes les cellules de notre
corps. Les variants héréditaires présentent un risque de transmission aux enfants
de 50 %. Le cancer du sein est considéré a 70% comme sporadique et a 30%
comme un cancer héréditaire avec une incidence élevée. Lorsque plusieurs
personnes d’une méme famille sont atteintes du méme cancer, il peut s’agir d’un
cancer héréditaire dii a une anomalie au niveau d’un geéne ; qui se transmet d’une
génération a une autre. Cette anomalie est encore appelée mutation génétique. Le
cancer du sein est caractérisé par des altérations genétiques irréversibles dans les
cellules mamm aires. C’est une maladie hétérogéne. Grace aux progres récents de
la génétiqu e moléculaire, on sait maintenant que le cancer est une maladie de
I’ADN qui résulte de ’accumulation d’événements mutationnels successifs. La
prédisposition au cancer du sein fait intervenir des facteurs de risque qui sont
définis comme tout ce qui affecte les chances d’une personne de contracter une
maladie. 5 a 10 % des cancers du sein s’inscrivent dans un contexte de
prédispositions génétiques héréditaires. La recherche a permis d’identifier un
certain nombre de mutations génétiques favorisant la survenue de cancers du sein.
Le plus souvent, celles-ci portent sur des genes appelés BRCA1 (pour Breast
Cancer 1 : gene 1 du cancer du sein) et le BRCAZ2 (pour Breast Cancer 2 : géne 2
du cancer du sein). Etre porteur d’une mutation sur 1’un de ces génes ne se traduit
pas systématiquement par I’apparition d’un cancer, mais augmente le risque d’en
développer un. C’est ce que I’on appelle une prédisposition génétique. Il existe
plusieurs autres genes de prédisposition associant un risque élevé ou modéré de
cancer du sein [43]. Dans le contexte d’une suspicion de prédisposition aux
cancers du sein, le séquencage haut débit permet de realiser un dépistage
moléculaire simultané de plusieurs génes [42]. Les premiéeres anomalies decrites,
permettent d’entrevoir quels geénes participent au processus tumoral. Les

mécanismes mis en cause peuvent comporter ’activation de proto-oncogenes,
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I’inactivation de genes suppresseurs, I’expression anormale de différentes
protéines. De nombreuses altérations génétiques sont probablement nécessaires
pour qu’un tissu mammaire normal devienne tumoral. La grande majorité de ces
altérations semble étre somatique [44]. En temps normal, lorsque les mutations
sont trop importantes ou nombreuses pour étre réparées, la cellule s’autodétruit,
par apoptose (un mécanisme de mort cellulaire programmée). Mais parfois, ces
systémes de sécurité fonctionnent mal ou ne fonctionnent plus. La cellule continue
alors a se multiplier malgreé la présence de mutations non réparées. Si ces dernieres
touchent des genes impliqués dans la regulation de la prolifération cellulaire ou
de I’apoptose, la cellule peut rapidement devenir incontrolable. Elle se multiplie
et conduit a la formation d’une tumeur, maligne ou bénigne. Toutefois, en régle
génerale, une cellule ne devient cancéreuse que lorsqu’elle a acquis une ou deux
anomalies génétiques. C’est I’accumulation de nombreuses altérations au cours
du temps qui lui confére les propriétés d’une cellule cancéreuse. Cela explique en
partie pourquoi la fréquence des cancers augmente avec 1’age et avec la durée ou
I’intensité d’exposition a des agents mutagenes. Différentes étapes ont été
identifiées dans le développement d'un cancer : l'initiation, la promotion et la
progression. Dans un premier temps, il se produit une Iésion majeure au niveau
de I'ADN d'une cellule ; il en résulte une transformation de cette cellule. Dans un
second temps, la cellule transformée se développe et prolifere en formant un
groupe de cellules transformées identiques. Enfin, dans un troisiéme temps, la
cellule acquiert les caractéristiques d'une cellule cancéreuse. Elle se multiplie de
facon anarchique, en perdant en partie son caractére différencié. L'évolution se
fait d'abord localement, puis peut s'étendre via le sang et la lymphe a d'autres

endroits du corps ou se forment les métastases.

1.5.3. Différents types de mutations

On distingue 4 types de mutations génetiques :
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1.5.3.1. Les mutations chromosomiques [40,41]

D’anomalies chromosomiques impliquent le remaniement de la structure d’un
ou de plusieurs chromosomes.

Substitutions nucléotidiques : elles constituent prés de 70 % des mutations. On
distingue les transitions (remplacement d’une base pyrimidique (C ou T) ou
purique (A ou G) par une autre base de méme nature) et les transversions
(remplacement d’une base purique par une base pyrimidique, ou inversement).
Les substitutions nucléotidiques peuvent é&tre induites par des agents
environnementaux mutagenes (substances chimiques, rayonnements...) ou par le
métabolisme endogéne, mais également €tre la conséquence d’erreurs spontanées
intervenant lors de la réplication de I’ ADN, et non détectées par les systémes de
réparation. Les transitions sont en moyenne deux fois plus fréquentes que les
transversions.

e Duplication : elle correspond a la multiplication de matériel génétique sur
un chromosome. Il existe plusieurs mecanismes qui résultent de la
duplication soit d'une large portion chromosomique, soit d'un géne ou bien
d'une suite nucléotidique.

e Inversion : ¢’est une mutation génétique caractérisée par le renversement
bout & bout d'une portion de chromatide sur un chromosome.

e Insertion : ¢’est une mutation génétique caractérisée par I'enchassement de
matériel génetique dans un chromosome. La taille d'insertion varie entre
une paire de bases et tout un secteur d'un chromosome déplacé vers un
autre. Dans ce dernier cas, une partie des données genétiques du premier
chromosome est effacee.

e Délétion : c’est une mutation génétique caractérisée par la perte de matériel
génétique sur un chromosome. La taille des délétions varie d'une paire de
base a toute une région chromosomique. Les délétions peuvent survenir
n'importe ou sur le chromosome. Les grandes délétions peuvent résulter

d'erreurs d'enjambement lors de la méiose, d'un enjambement inégal
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(crossing-over inégal), d'une cassure sans réparation ou de pertes associées
a un chromosome dérivé d'une translocation. Les petites délétions (de
quelques nucléotides) peuvent étre la conséquence derreur lors de la

réplication de I'ADN par I'ADN polymérase réplicative.

1.5.3.2. Les mutations ponctuelles

Les mutations ponctuelles impliquent quant a elles la modification d’une ou de
quelques paires de bases d’un seul géne, sans affecter 1’organisation d’un
chromosome. On peut citer :

e La mutation non-sens : un codon qui spécifie un acide aminé est remplacé
par un codon-stop.

e La mutation faux-sens : dans ce cas, un nucléotide vient en remplacer un
autre. Selon le cas, la mutation peut entrainer un changement de I’acide
aminé codé.

e La mutation silencieuse : compte tenu de la redondance du code
génétique, la séquence d’une protéine reste intacte, d’ou I’appellation

« silencieuse ».

1.5.3.3. Les mutations germinales / somatiques

Dans le cas d’une mutation somatique, le phénomeéne ne touche pas les cellules
reproductrices, en conséquence, l’altération ne se poursuit pas sur plusieurs
génerations.

Dans le cas d’une mutation germinale, le phénoméne touche les cellules
destinées a la reproduction. L’embryon sera donc porteur du géne muté, quand

bien mé€me il n’est pas présent dans le patrimoine génétique de ses parents.

1.5.3.4. Les mutations dynamiques
Elles sont le plus souvent observées dans les maladies génétiques, telles que la
chorée de I’Huntington ou la dystrophie myotonique de Steinert. Elles évoluent

suivant les génerations.
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1.5.4. Les genes de prédisposition genétique

e BRCA 1 (Breast Cancer 1)
BRCAL fut le premier géne identifié comme géne de susceptibilité au cancer du
sein [45]. Situé sur le chromosome 17g21.31, le gene BRCAL joue un réle dans
la réparation de I’ADN, le contrdle des points de controle du cycle cellulaire et le
maintien de la stabilité génomique [46]. Il code pour une phosphoprotéine
nucléaire, qui est un suppresseur de tumeurs, régulateur négatif de la croissance
tumorale [45]. Environ 5 a 10% des patientes atteintes du cancer du sein sont
porteuses d'une mutation du gene BRCAL de type perte de fonction. Les mutations
héreditaires de BRCAL prédisposent a un risque élevé de cancer du sein [46]. Les
femmes porteuses d’une mutation du géne BRCA1 développent des cancers du
sein a un age plus précoce que dans la population genérale [47]. Plus de 80 % des
tumeurs ayant pour origine des mutations de BRCAL sont de phénotype triple-
négatif (n’exprimant ni récepteurs des cestrogenes ni récepteur de la progestérone
et ne présentant pas d’amplification du récepteur Her2 [45]. Les tumeurs BRCAL
sont plus agressives, elles apparaissent en revanche, plus sensibles aux agents
cytotoxiques, ce qui améliore significativement leur pronostic.

e BRCA 2 (Breast Cancer 2)
Localisé sur le chromosome 13g13.1 il est impliqué dans le maintien de la stabilité
génomique par la voie de la recombinaison homologue. Il répare les cassures de
I’ ADN double brin [48]. Les femmes porteuses d’une mutation du géne BRCA2
développent également des cancers du sein a un age plus précoce que celles de la
population genérale [47]. Les tumeurs des patientes présentant des mutations de
BRCAZ2 sont hétérogeénes, sans type histologique prédominant et ressemblent aux
tumeurs du sein sporadiques [45].

e TP 53 (Protéine tumorale 53)
Une mutation constitutionnelle du géne TP53 constitue, dans sa forme classique,
le syndrome de Li Fraumeni [45]. Les mutations de ce géne conferent un risque

élevé de cancers du sein survenant a un age tres jeune (médiane de 25 ans) [49].
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Le gene TP53 est un suppresseur de tumeurs jouant un rdle clé dans de
nombreuses voies cellulaires contrdlant la prolifération cellulaire et la survie des
cellules. 11 est localisé sur le chromosome 17p13.1 et code pour la protéine p53
localisee dans le noyau de toutes les cellules de 1’organisme. Le facteur de
transcription p53 répond a divers stress cellulaires tels que 1’hypoxie, des
dommages a I’ADN, des changements dans le métabolisme pour réguler les genes
cibles qui induisent I’arrét du cycle cellulaire, 1’apoptose, la sénescence, la
réparation de I’ADN. L’altération ou I’inactivation de p53 favorise des défauts au
niveau des points de contréle du cycle cellulaire, provoquant I’instabilité
génomique et une survie incontrolée des cellules conduisant a des cas de cancer
[45]. TP53 se trouve altéré dans 20 a 40% des carcinomes mammaires, la
fréquence de mutation varie de 15 a 71% avec une prédominance élevée chez les
jeunes malades. On note environ 10% des mutations de TP53 se situent en dehors
de la région conservée (Exons 5-8), parce que p53 est essentiel pour réguler la
réparation de I’ADN et la division cellulaire, il a été surnommé le « gardien du
génome » [45].
e PALB2

Le gene PALB?2 est situé sur le chromosome 16. Il constitue avec BRCA2 un
médiateur de la recombinaison homologue, contribuant aux mécanismes de
réparation de I’ADN et a la suppression des tumeurs [50]. Une mutation bi-
allélique de PALB2 est a I’origine d’une anémie de Fanconi [47], a I’instar de ce
qui a éeté observe pour une mutation bi-allelique de BRCA2 [19,45]. Les études
estimant le risque de cancer du sein chez les femmes porteuses de mutations du
géne PALB2 rapportent un risque trés elevé, voisin de celui observé chez les
femmes porteuses de mutations des genes BRCAL1 ou BRCA2. Le niveau de
risque de cancer du sein chez les femmes porteuses d’une mutation du géne
PALB2 est considéré comme trés ¢élevé. L’analyse du géne PALB2 est

systématiquement réalisée lorsque le contexte personnel ou familial est évocateur
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d’un syndrome dit HBOC (hereditary breast and ovarian cancer) chez les femmes
(atteintes de cancer) [45].

e PTEN (Homologue de la Phosphatase et de la Tensine)
Le géne PTEN (phosphatase and tensin homolog) est un gene suppresseur de
tumeur localisé sur le chromosome 10, en 10923.3 [51]. Un dysfonctionnement
de PTEN empéche I’arrét du cycle cellulaire, I’apoptose et conduit a une survie
anormale des cellules [52]. Une mutation germinale avec perte de fonction de
PTEN peut conduire au syndrome de Cowden [53]. Les patientes porteuses d’une
mutation germinale du géne PTEN ont un risque augmenté de cancer du sein : 50
% développent un cancer du sein au cours de leur vie, a un age moyen de 40 ans,
avec parfois des diagnostics trés précoces d’histologie pathognomonique :
carcinome canalaire [45].

e STK 11 (Sérine Thréonine kinase 11)
Le gene STK11 (sérine/threonine kinase 11) est un gene suppresseur de tumeurs
[45] situé sur le chromosome 19, en 19p13.3. 1l participe a la signalisation et a
I’apoptose. Une mutation germinale de STK11 est a ’origine du syndrome de
Peutz-Jeghers10 [54], et les patientes mutées présentent un risque augmenté de
cancer du sein [47].

e CHEK?2 (Point de Controle kinase 2)
Le géne CHEK?2 (checkpoint kinase 2) est un géne suppresseur de tumeur [55]
situe sur le chromosome 22 [45]. Il code une sérine-thréonine Kkinase qui est
activée lors de cassures double-brin de I’ADN [56] et contribue a la transduction
des signaux qui conduiront a la réparation de I’ADN [57].

e ATM (Ataxie Télangiectasie Mutée)
Le géne ATM est situe sur le chromosome 11. Il joue un rdle pivot dans la
réparation de I’ADN et la progression du cycle cellulaire [58]. Une mutation
germinale bi-allélique de ce gene est a I’origine du syndrome pédiatrique [47]
ataxie-télangiectasie a la révélation dans I’enfance, caractérisé par une ataxie

cerébrale [45], des télangiectasies caractéristiques, une immunodéficience et un
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risque accru de tumeurs malignes, notamment mammaires et gastriques. Dans un
contexte familial d’enfants atteints d’ataxie télangiectasie, le niveau de risque de

cancer du sein chez les femmes porteuses d’une mutation du gene ATM semble
elevé [59].
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2. CADRE ET METHODE

D’ETUDE
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2.1. Cadre d’étude
L’étude s’est déroulée dans :

e deux centres hospitalo-universitaires de référence a 1’échelle nationale pour
la prise en charge des cancers du sein au Bénin (CNHU-HKM et CHU-
MEL),

e e laboratoire d’Histologie, de Biologie de la Reproduction, Cytogénétique
et Géneétique Médicale (LHBRCGM) a Cotonou,

e le laboratoire d’anatomie et de cytologie pathologique DUBOIS a Cotonou,

e e service d’anatomie pathologique du CHU Dupuytren a Limoges en
France,

e le laboratoire d’Epidémiologie des Maladies Chroniques en zone Tropicale

(EpiMaCT) a Limoges en France.

2.1.1. Le Centre National Hospitalier Universitaire Hubert KOUTOUKOU
MAGA (CNHU-HKM) de Cotonou

Le CNHU-HKM est un hopital de référence au Bénin qui a été créé en 1962 sous
le nom de « hdpital 350 lits ». De 1976 a 2001, il a porté le nom de Centre National
Hospitalier et Universitaire (CNHU), avant d’étre rebaptisé Centre National
Hospitalier Universitaire Hubert KOUTOUKOU MAGA (CNHU-HKM). Le
CNHU-HKM est un centre de soins, d’enseignement, de recherche et de formation
pour les agents de santé de tous les niveaux. Le service impliqué dans notre étude
a ete la Clinique Universitaire de Chirurgie Viscérale.

La Clinique Universitaire de Chirurgie Viscérale (CUCV) a été creee le 1
juillet 1989 au CNHU-HKM, elle dispose d’un pavillon d’hospitalisation d’une
capacité totale de 39 lits et de deux salles d’opération au bloc opératoire central.
Les activités du service sont réalisées par deux Professeurs Titulaires, trois
Maitres de Conférences Agrégés (MCA), deux chirurgiens, un surveillant, une
secrétaire, huit infirmiers et sept aides-soignants. Le service recoit différentes

catégories de stagiaires : les médecins en spécialisation, les étudiants en médecine
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générale, les éleves infirmiers et des étudiants en nutrition. Certaines patientes de

notre étude ont été prélevées dans ce service.

2.1.2. Le Centre Hospitalier Universitaire de la Mére et de ’Enfant Lagune
(CHU-MEL)

Créé depuis 1958, le CHU-MEL est un établissement public a caractére social, un
hopital de référence dans les domaines de la gynécologie, de I'obstétrique et de la
pédiatrie. Il est divise en plusieurs services. Nous nous sommes intéressées au
service de gynécologie-obstétrique et de médecine de la reproduction. Certaines

patientes de notre étude ont été prelevees dans ce service.

2.1.3. Le laboratoire d’Histologie, de Biologie de la Reproduction,
Cytogénétique et Génétique Médicale (LHBRCGM)

Ce laboratoire est logé dans le batiment de 1’Institut des Sciences Biomédicales
Appliguées (ISBA) a la Faculté des Sciences de la Santé (FSS) de Cotonou. Il
comporte plusieurs salles que sont : la salle d’accueil des patients, la salle réservée
aux techniciens et stagiaires, les salles de manipulation, les salles de microscopie,
la salle polyvalente, la salle de métrologie, la salle de culture et le bureau du
professeur. 1l compte : un Professeur Titulaire, qui est le directeur du laboratoire,
un Maitre de Conférence Agrége, un attaché de recherche qui est responsable du
plateau technique et de la gestion du laboratoire, trois techniciens qui sont charges
des travaux. Les extractions d’ADN a partir des échantillons de

notre étude prospective ont éte réalisées dans ce laboratoire.

2.1.4. Le laboratoire d’anatomie et de cytologie pathologique DUBOIS

C’est un laboratoire privé d’analyse médicale spécialisé dans les explorations en
anatomie et cytologie pathologique. Il effectue des examens macroscopiques et
des techniques de cytologie pathologique. Il est situé a Fifadji dans le méme
batiment que la Clinique de Cancérologie de Cotonou. Il dispose d’une salle

d’accueil, d’une salle de prélévement et d’un laboratoire équipé. Son personnel
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est constitué de deux médecins spécialistes d’anatomie et de cytopathologie, deux
techniciens supérieurs de laboratoire et d’une secrétaire. L’ensemble des
échantillons de notre étude rétrospective a été inclus en paraffine dans ce

laboratoire.

2.1.5. Le laboratoire d’Epidémiologie des Maladies Chroniques en zone
Tropicale (EpiMaCT)

Le laboratoire EpiMaCT, est une unité monothématique dont les tutelles sont
I’Université de Limoges, I’Inserm, I’IRD et le CHU de Limoges. Cette unité est
localisée sur le campus de Marcland dans les locaux des Facultés de Médecine et
de Pharmacie de Limoges (France). L unité implique prés de 75 personnes dont
20 enseignants-chercheurs, 17 autres membres (chercheurs, praticiens
hospitaliers), 13 techniciens, 21 doctorants et 4 post-doctorats. L’extraction
d’ADN a partir des blocs de paraffine de notre étude rétrospective a été réalisée
dans ce laboratoire. Les séquencages des études rétrospectives et prospectives ont

été réalisés dans le laboratoire EpiMaCT.

2.1.6. Le service d’anatomie pathologique du CHU Dupuytren
Le service d’anatomie pathologique réalise les examens des pi¢ces opératoires et
des biopsies. L’ensemble des blocs de notre étude rétrospective a été analysé dans

ce laboratoire afin de délimiter la zone tumorale avant extraction d’ADN.

2.2. Méthode d’étude

2.2.1. Type d’étude
Il s’est agi d’une étude transversale descriptive a la fois rétrospective et

prospective.
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2.2.2. Période d’étude

La partie rétrospective a intéresse la période du 01 Janvier 2015 au 31 Décembre

2019.

La partie prospective a intéressé la période du 07 Février au 31 Octobre 2022.

2.2.3. Population d’étude

La partie rétrospective a porté sur des blocs de cancer du sein
histologiquement confirmé fixés au formol et inclus en paraffine et les
observations meédicales de ces mémes patientes.

La partie prospective a porté sur des prélevements tissulaires de tumeur

de patientes atteintes d’un cancer du sein histologiquement confirmé.

2.2.4. Critéres d’inclusion et de non inclusion

2.2.4.1. Critéres d’inclusion

Partie retrospective : ont été inclus des blocs de tumeur du sein de
patientes diagnostiquées et prises en charge pour un cancer de sein au
CNHU-HKM ou au CHU-MEL entre 2015 et 2019.

Partie prospective : ont été incluses, les patientes vues en consultation ou
hospitalisées au CNHU/HKM ou au CHU-MEL du 07 Février au 31
Octobre 2022, pour une tumeur de sein suspecte d’€tre un cancer et dont le
diagnostic a  été  ultérieurement confirmé par  I’examen

anatomopathologique.

2.2.4.2. Criteres de non inclusion

Partie rétrospective : les blocs de tumeur du sein fixés au formol et inclus
en paraffine dont les dossiers cliniques correspondant n’ont pas été
retrouves.

Partie prospective : les patientes n’ayant pas donné leur consentement

éclairé.
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2.2.5. Echantillonnage

2.2.5.1. Taille de I’échantillon
e Parte rétrospective : lataille a été déterminée par commodité. Il était prévu
d’inclure 25 blocs de tumeur du sein dans 1’étude.
e Partie prospective : la taille a été déterminée par commaodité. 11 était prévu

d’inclure 16 patientes atteintes du cancer du sein.

2.2.5.2. Technique d’échantillonnage
e Partie rétrospective : il s’est agi d’un échantillonnage aléatoire de 25 blocs
de tumeur du sein, histologiquement confirmés et disposant d’une
immunohistochimie sur les 325 disponibles au laboratoire DUBOIS.
e Partie prospective : il s’est agi d’un échantillonnage non probabiliste de

convenance.

2.2.6. Variables étudiées
Les variables socio-demographiques recueillies étaient :
o I’age,
e |a profession,
e le niveau d’instruction,
Les caracteristiques cliniques étudiées étaient :
e le motif de consultation,
e les caracteristiques de la tumeur,
e les antécédents personnels,
e les antécedents familiaux,

La caractéristique paraclinique étudiée était le type histologique.
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2.2.7. Outils et technique de collecte des données

2.2.7.1. Source de données

Partie rétrospective : les données ont été obtenues a partir des
observations médicales des patientes que nous avons recherchés dans les
archives du CNHU/HKM et du CHU-MEL. Des éléments complémentaires
ont été obtenus par des appels téléphoniques aux patientes ou aux familles
des patientes lorsqu’un numéro téléphonique était disponible dans
I’observation médicale.

Partie prospective : les données provenaient d’un entretien face a face
avec les patientes, des dossiers des patientes, des comptes-rendus d’examen

anatomo-pathologique et d’imagerie médicale.

2.2.7.2. Outil de collecte

Pour la collecte nous avons utilisé deux fiches standardisées individuelles

préétablies contenant les variables détaillées plus haut :

une fiche adaptée pour la partie rétrospective

une autre fiche adaptée pour la partie prospective

Les deux fiches sont présentées en annexe.

2.2.8. Déroulement de ’enquéte

Partie retrospective : les donnees ont été obtenues a partir de la base de
données issue du travail epidemiologique en milieu hospitalier réalise au
sein du laboratoire LEMACEN. Les blocs ont été recherchés au laboratoire
d’anatomie et de cytogie pathologique DUBOIS.

Partie prospective : pendant la période qui s’étendait du 07 Février au 31
Octobre 2022, les patientes vues en consultation ou hospitalisées au
CNHU/HKM ou au CHU-MEL pour une tumeur du sein suspecte d’&tre un
cancer du sein étaient informées de 1’étude. Un consentement ecrit était

signé lorsqu’elles acceptaient d’y participer. Un micro fragment biopsique
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¢tait recueilli lors de la biopsie diagnostique ou de [D’intervention
chirurgicale. Les dossiers de ces patientes, les comptes rendus d’examen

anatomo-pathologique et d’imagerie médicale ont été également exploités.
2.2.9. Etude génétique
2.2.9.1. Partie rétrospective

2.2.9.1.1. Traitement des blocs de paraffine
Les blocs de tumeur du sein fixés au formol et inclus en paraffine ont été envoyés

au laboratoire d’anatomie pathologique du CHU de Limoges en France par avion.

2.2.9.1.2. Extraction de ’ADN

Des blocs avaient été confiés au préalable au service d’anatomie pathologique du
CHU Dupuytren de Limoges afin de déterminer les zones riches en cellules
tumorales par réalisation d’une coupe sur lame colorée par
Hématoxyline/Eosine/Safran (HES). Pour certains blocs qui s’étaient avérés de
mauvaise qualité, une nouvelle fixation au formol et inclusion en paraffine avait
été réalisée. La figure 4 montre la technique d’identification de la région riche en

cellules tumorales.

A

Figure 4: technique d’identification de la région riche en cellules tumorales.

Source : Dr Alexis PARENTE, Université de Limoges-France, 2022
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L’ADN génomique des blocs était extrait a 1’aide du kit GeneReadTM DNA
FFPE Kit (Qiagen) et s’sest fait sur 2 jours consécutifs. La zone tumorale
sélectionnée avait été prélevée par grattage avec un scalpel stérile par
superposition avec la lame colorée sur le bloc de parrafine et transféré dans un
tube eppendorf. Le prélevement était déparaffiné par ajout de 160ul de tampon
« Déparaffinisation » et était incubé a 56°C pendant 3 minutes. Ensuite, 55ul
d’eau « Rnase Free », 25ul de tampon FTB et 20ul de protéinase K étaient ajoutés
a I’échantillon qui était alors incubé a 56°C sur la nuit. Aprés incubation d’une
heure a 80°C, la phase claire était transférée dans un tube eppendorf et 115ul
d’eau « Rnase Free » était ajouté ainsi que 35ul UNG. Le tube était alors incubé
a 50°C pendant 1 heure. 250ul de tampon AL et 250ul d’éthanol absolu étaient
ajoutés. L’ensemble était transféré sur une colonne Qiagen puis était centrifugé a
13000 rpm durant une minute. La colonne avait été lavée par ajout de 500ul de
tampon AW1, 500ul de tampon AW2 et 250ul d’éthanol absolu, puis
centrifugation a vitesse maximale durant 1 minute. Les ADNs genomiques étaient
élués par ajout de 20l de buffer ATE, puis incubation a température ambiante

pendant 5 minutes. L’ ADN était congelé pour conservation.
2.2.9.2. Partie prospective
2.2.9.2.1. Prélévements tissulaires

2.2.9.2.2. Conservation des fragments tissulaires
Les fragments tissulaires issus d’une micro biopsie ou d’un prélévement tissulaire
étaient conserves dans du sérum physiologique stérile et acheminé

immédiatement au laboratoire LHBRCGM. L’échantillon était congelé a -20°C.

2.2.9.3. Extraction de ’ADN a partir de biopsie
L’extraction était faite en suivant le manuel du kit DNeasy Blood & Tissue Kit.
Aprés avoir décongelé un fragment de biopsie, 25 mg de tissu étaient coupés a

I’aide d’un scalpel et déposé dans un tube Eppendorf de 1,5ml. 180ul de tampon
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ATL et 20ul de protéinase K étaient déposés dans le tube Eppendorf de 1,5ml
contenant le tissu. Le mélange obtenu était ensuite vortexé et incubé a 56°C
pendant 3 heures jusqu’a dissolution compléte du tissu.

Apres cette étape de digestion compléte, 200ul de tampon AL était complété au
produit puis porté sur vortex pendant 15s. Le mélange obtenu était incubé a 70°C
pendant 10min. Le nouveau mélange obtenu était centrifugé briévement puis
200ul d’éthanol absolu était ajouté et vortexé pendant 15 secondes. Le mélange
obtenu était déposé sur une mini colonne QlAamp et centrifugé a 8000 tours /
minute pendant 1min 30 secondes. A la fin de la centrifugation le tube collecteur
était vide. Sur la mini colonne QlAamp contenant le mélange, 500uL de tampon
AW1 était ajouté. Ce melange était aussi centrifugé a 8000 tours / minute pendant
1min 30 secondes. Le nouveau tube collecteur était vidé. Sur la mini colonne
QlAamp contenant le mélange, 500uL de tampon AW?2 était ajouté. A cette étape
le mélange était centrifugé a 14000 tours / minute pendant 4 minutes 30 secondes.
A la fin de la centrifugation le tube collecteur était vidé. A la derniére étape, la
mini colonne QIAamp contenant ’ADN était placé sur un tube Eppendorf de
1,5ml préalablement identifié. 100uL de tampon AE était ajouté pour 1’¢lution de
I’ ADN. Ensuite la mini colonne QIAamp était centrifugée a 18000 tours / minutes

pendant 2 minutes. L’ADN était congelé pour conservation. La figure 5 montre

I’extraction de I’ADN a partir de biopsie.

Figure 5: extraction de I’ADN a partir de biopsie

SOURCE : Pr Anatole LALEYE, Laboratoire d’Histologie, de Biologie de la Reproduction,
Cytogénétique et Génétique Médicale-Cotonou, 2022
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2.2.10. Dosage de la quantité d’ADN

La quantité¢ de I’ADN pour chaque échantillon extrait était mesurée a I’aide d’un
spectrophotometre en utilisant un volume de 1ul de I’échantillon avec une
longueur d’onde de 230nm. La figure 6 montre le dosage de la quantité de I’ADN

au spectrophotométre.

Figure 6: dosage de la quantité de I’ADN au spectrophotomeétre

SOURCE : Pr Anatole LALEYE, Laboratoire d’Histologie, de Biologie de la Reproduction,
Cytogénétique et Génétique Médicale-Cotonou, 2022

2.2.11. Dosage de la qualité d’ADN : la PCR quantitative

La PCR quantitative (qPCR) était utilisée pour évaluer la qualité des échantillons
extraits. La réaction de qPCR était réalisée dans un volume final de 20pl a I’aide
de QuantStudio™ 3 Real-Time PCR Instrument. Environ 6ng d’ADN étaient
ajoutés au Mix PCR (10pul de Master Mix 2X Meltdoctor SYBRE Green ; 0,2ul
d’amorce sens & 10uM ; 0,2ul d’amorce antisens a 10uM et 8,1ul d’H,O). Trois
geénes contrdles étaient amplifiés en utilisant 3 couples d’amorce spécifiques : le
géne HPRT (Hypoxanthine Guanine Phosphoribosyl Transférase), le géne ALB
(Albumine) et le geéne TBP (Tata Box-Binding Protéine). Les réactions
d’amplification étaient réalisées en tripliquat. Le programme thermocycleur
¢tait de 45 cycles : 96°C pendant 15 secondes (séparation des deux brins d’ADN),
60°C pendant 1 minute (hybridation des amorces), 68°C pendant

@
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2 minutes (€longation). Les résultats étaient analysés grace au logiciel
QuantStudio™. La taille des amplicons attendue pour chaque région amplifiée
pour les genes ALB, HPRT et TBP était de 63pb, 160pb et 295pb respectivement.
Pour chaque amplification, une courbe de fluorescence était tracée par rapport au
cycle. La valeur de Ct (Cycle Threshold) était déterminée dans la phase
exponentielle, & I'intersection de la ligne de bruit de fond avec la courbe de

fluorescence.

2.2.12. Préparation de librairie pour le séquencage haut debit par capture
La préparation de librairies était réalisée a I’aide du kit SOPHIA GENETICS
suivant les recommandations du fournisseur par la Plateforme Geénétique
Moleculaire des Cancers du CHU (PGMC). Le séquencage etait effectué sur le
panel GREAT (SOPHIA GENETICS) pour la recherche sur 20 génes de
prédisposition au cancer du sein : ATM, BARD1, BRCA1, BRCA2, BRIP1,
CDK12, CHEK1, CHEK2, FANCA, FANCD2, FANCL, MRE11, NBN, PALB2,
PPP2R2A, RAD51B, RAD51C, RAD51D, RAD54L, TP53.

2.2.13. La réaction de polymérisation en chaine

Préalablement au sequencage de Sanger et pour confirmer les résultats issus du
séquencage NGS, une amplification ciblée par PCR était réalisée. Les deux
régions génomiques d’intérét étaient amplifiées a 1’aide de deux couples
d’amorces spécifiquement congus avec le logiciel Primer3 Input (version 0.4.0).
Les tailles d’amplicon attendues étaient de 225 paires de base (pb) pour le géne
TP53 et de 100 pb pour le géne BRCA2. La PCR était réalisee dans un volume
réactionnel final de 50ul. Environ 40ng d’ADN ¢taient ajoutés au mix PCR. Le
programme thermocycleur était réalisé a laide du SimpliAmp™ (Applied
Biosystems®) suivant : 5min a 94°C, suivi de 35 cycles répétés de 30s a 94°C,
30s a 58°C, 45s a 72°C et une extension finale a 72°C durant 5 minutes. 10ul du
produit PCR étaient soumis a une électrophorése sur gel d’agarose a 2% pour

vérifier que la taille des amplifications est correcte.
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2.2.14. Séquencage de Sanger

Le séquengage était réalis¢ apres amplification par PCR des régions d’intéréts

apres purification. Pour cela :

la réaction de purification du produit PCR était réalisée dans un volume
final de 14pl : 10pl produit PCR et de 4pl ExoSapStar™ (Illustra™). Le
programme de thermocyclage était le suivant : 37°C pendant 60 minutes et
80°C durant 15 minutes.

la réaction de séquencage était réalisée avec I’amorce sens ou antisens : Syl
de mix de séquengage + 1ul d’amorce sens ou antisens a 10uM + 7ul
produit du PCR purifié. Le programme de séquencage etait le suivant : 3
min a 94°C, 25 cycles : 96°C pendant 10s, Tm des amorces pendant 5s et
60°C pendant 4min.

Purification de séquence avant injection (Chromatographie d’exclusion) :
400ul de la solution de Séphadex™ G-50 (GE Healthcare) était ajouté dans
les plaques a fond filtrant, centrifuger 3min a 2500rpm ; depot de 20pul de
séquence au centre sur la colonne puis centrifugation pendant 3min a
2500rpm ; élimination du volume de réaction de séquencage en utilisant un
bain marie a sec a une température de 94°C durant 17min, la plague reste
ouverte pour permettre I’évaporation. Reprendre dans 10ul de formamide,
dénaturation pendant 3min a 94°C puis la plaque était placee dans la glace
pendant 3min ; transfert des sequences dans la microplagque 96 puits adapté
au sequenceur Applied, puis identification et dép6t de la plaque dans le

service de sequencage du CHU.

3.2.15. Traitement et analyse des données

Les résultats ont été saisis sous forme de texte dans le logiciel WORD 2019. Les

graphiques ont été realisés dans EXCEL 2019.

3.2.16. Considérations éthiques

L’¢tude a été réalisée dans la confidentialité de I’identité des patientes.
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Ce projet a été validé par le Comité National d'Ethique pour la Recherche en Santé
(CNERS) de Cotonou (Bénin) en décembre 2021  (N°007-
2021/UAC/CERSS/P/SG/R/SA). Des mesures de sécurité strictes ont été
appliquées pour assurer cette confidentialite.

Les formulaires remplis ont été stockés dans une armoire verrouillée au niveau du
Laboratoire d’Epidémiologie des Maladies Chroniques et Neurologiques
(LEMACEN) a la Faculté des Sciences de la Santé. Leur acces était limité aux
seules personnes autorisées. L'acces a la base de données numérique était
strictement limité et réservé a I’équipe de recherche. Elle est conservée dans un
ordinateur, et protégée par un nom d'utilisateur et un mot de passe. Les fichiers

étaient anonymes et codés avant tout transfert par support électronique ou e-mail.

3.2.17. Difficultés rencontrées
Cette etude ayant un volet retrospectif, nous avons été confrontée a certaines
difficultés :
e le mauvais archivage des dossiers a fait que nous avons eu des difficultés a
les retrouver. Cela a allongé la durée de la collecte des données
e le mauvais remplissage des données de I’adresse et des numéros de
téléphone dans les dossiers a fait que certains sujets n’ont pu étre contactés
pour le dernier controle. Par ailleurs, certaines patientes avaient changé

d’adresse et n’étaient donc plus joignables.
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3.1. Partie rétrospective
3.1.1. Caractéristiques des patientes

3.1.1.1. Caractéristiques socio démographiques des patientes
Age des patientes
L’age moyen des patientes était de 47,1ans + 10,3. La patiente la plus agée avait

75 ans et la moins agée 31 ans.
3.1.1.2. Antécedents

3.1.1.2.1. Antécédents personnels médicaux
L hypertension artérielle était le principal antécédent médical des patientes : 20%

soit 5/25.

3.1.1.2.2. Antécédents familiaux de cancer
Les antécédents familiaux de cancers du sein ont été recherchés dans 25 dossiers.

Seul 1/25 avait un antécédent familial de cancer.

3.1.1.3. Types histologiques
Le Tableau Il presente les types histologiques des tumeurs

Tableau I1: types histologiques des tumeurs

Effectif (n) Fréquence (%)

C. canalaire infiltrant 22 88,0
C. mucineux 2 8,0
C. canalaire in situ 1 4,0
Total 25 100,0

Le type histologique le plus frequemment rencontré est le carcinome canalaire
infiltrant, soit 88%.
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3.1.2. Faisabilité d’analyse génétique a partir de blocs de paraffine

3.1.2.1. Quantité d’ADN

Aprés extraction de ’ADN sur les vingt-cinq blocs, la quantité des ADN
mesurées, variait de 19,4 a 631,2 ng/ul. Le Tableau Il résume I’analyse de la
quantité des vingt-cing ADN extraits des blocs.

Tableau I11: analyse de la quantité des vingt-cinqg ADN extraits des blocs

Numéro des blocsQuantité D'ADN (ug/ul)
1 HTO879 A4 245,8
2 HT1989 A7 312,1
3 HT1167 A1 194
4 HT1617 A4 378,8
5 HT0412 A4 253,1
6 HT2056 A3 2949
7 HT1887 A10 240,9
8 HT1051 A1 240,1
9 HTO598A2 508
10 HTO888B1 511,3
11 HT1090A3 107
12 RC1140A5 88,2
13 HTO651A4 376,1
14 HTO849A7 146
15 HT2156 A2 186,9
16 HTO0410 A3 440,7
17 HTOO0O46 A2 270,6
18 HTO041B 730
19 RC115 A3 223
20 HTO763 A1 631,2
21 HTO208 A2 121,2
22 HTO185 A1l 25
23 RC3792A1 123
24 HTO0912A9 302
25 2175A13 522
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3.1.2.2. Qualité d’ADN

Afin de vérifier la qualité des ADN génomiques, une PCR quantitative (Sybr
Green) a été réalisée sur deux ADN ainsi que sur un ADN contrdle commercial
(ADN témoin T+) en utilisant trois couples d’amorces pour amplifier les genes
HPRT, ALB et TBP respectivement. Le premier couple amplifie I’intron 7 du
géne HPRT et génére un fragment de 63 pb. Le deuxieme couple amplifie I’intron
11-12 du gene ALB et genere un fragment de 160 pb. Le troisieme couple amplifie
I’intron 6 du gene TBP et génere un fragment de 295 pb. Apres vérification de la
spécificité des différents couples d’amorces, la qualité des échantillons a été
veérifiée par I’analyse de la courbe d’amplification des genes (en tripliquat) pour
chaque échantillon. L’ ADN du bloc 2175A13 présente une amplification pour les
trois génes testés alors que I’ADN du bloc HT0912A9 ne présente pas
d’amplification pour ces differents genes (sauf pour 1 tripliquat pour le géne
HPRT). Entre I’ADN témoin (T+) et celui issu du bloc 2175A13, aucune grande
difference de CT n’est observée confirmant ainsi la bonne qualité de I’ADN
obtenu a partir de ce bloc. En revanche, celui issu du bloc HT0912A9 est degradé
malgré une concentration de 302 ng/ul d’ADN. La figure 8 montre la comparaison
des courbes d’amplification en JPCR de trois échantillons d’ADN et le Tableau
V montre 1’analyse de la qualité¢ des deux ADN extraits de blocs FFPE.
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A. Amplification Plot  (ireT) B. Amplification Plot (ALB)
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HT0912A9

M 2175413

Figure 7: comparaison des courbes d’amplification en qPCR de trois échantillons

d’ADN

Tableau I1V: analyse de la qualité des deux ADN extraits de blocs FFPE

QUALITE DADN (g
NUMERO DES BLOCS HPRT ABL TBP
ADN (T4 59 | s | uy | s | oms | s5 | s | m | 5
HTOB12A9 Bl / / / / / / /
AL 59 | w8 | ww | u | s | uy | o | mn | xw

3.1.2.3. Extraction en série des différents blocs mise a disposition

Concernant la qualité des vingt-trois autres ADN extraits, nous avons décide de
ne pas montrer I’ensemble des courbes d’amplification mais de présenter un
tableau bilan présentant les valeurs de Ct (valeur seuil). Ainsi, trois blocs
présentent une amplification pour les trois genes, huit blocs présentent une
amplification pour deux des genes (HPRT et ALB) et cing blocs présentent
seulement une amplification pour le gene HPRT. Enfin, sept blocs ne présentent
aucune amplification pour les différents géenes testés. Le tableau V montre

I’analyse de la qualité des vingt-trois ADN extraits de blocs.
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Tableau V: analyse de la qualité des vingt-trois ADN extraits des blocs

NUMERO DES BLOCS| QUANTITE DES ADN (ugul HPRT B THp
| Hmm 2164 clr T T
1w 1] % | ® | % | | | | | | | 1| 1|
] HugA 14 crr T
' T CTr T T
5 M 5] w ol as | s | | 0] 0]
§ A g W | w5 | W | 1| 1] ]
1 HmAL T RN
§ s 0 wo | ow | w [ [ 0]
0 RN 58 CTr T T
10 HI0888B1 5113 | / | / | | / | /
iT  HT1090A3 107 38 38 U U8 / | | | [(%7)
DR 8 w | [ w s | 0]
3 HT0GSIAd 31 | / | / / | / | /
W e 19 BRI
5 HISM 19 w |l w [w [ [w [ 0[] ]
N Ty s | w5 | | o [ o [ o5 | w | om | ow
7 HeA me mo | om | ® | sy | s | s | ® | ® |
B H 0 ol ms Lo [ w [ s |0 ] 7]
ST R ag [ no [ w [ we [ w [ w [ 0[]
0 HURA 12 w | | w | L]
0 e 03 w | mp [mm [ ue [wn w0 ] 7|
D AL 5 w | w [ ms [ [ [aw [ 0] ]
B RC379AL 13 315 3 N7 53 52 531 383 BB [ BU

3.1.2.4. Résultats du Sequencage NGS
Trois blocs ont été choisis pour le séquencage NGS :
e le bloc HT0912A9 ayant donné des ADN de mauvaise qualité.
e le bloc 2175A13 ayant donné des ADN de bonne qualité.
e le bloc RC3792A1 ayant donne des ADN de trés bonne qualité.
Le séquengage de I’ADN issu du bloc HT0912A9 n’a donné aucun résultat da a

la trés mauvaise qualité¢ de I’ ADN.
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Le séquencage de I’ADN issu du bloc 2175A13 montre que la patiente présente 2
mutations pathogénes :

e Une mutation dans le géne BRCA2 correspondant a une substitution d’un C
en T en position 376 dans ’exon 4,

e une mutation dans le gene TP53 correspondant a une Indel (Insertion+
Délétion) : une délétion de 8 nucléotides de la position 197 a 204 ainsi
qu’une insertion d’un nucléotide A dans I’exon 4.

Le séquengage de I’ADN issu du bloc RC3792A1 montre que la patiente présente
une mutation pathogene dans le gene BRCA2 correspondant a une substitution

d’un G en T en position 1609 dans I’exon 10.

3.1.2.5. Validation des mutations par séquencgage Sanger

Afin de vérifier la présence des deux mutations de la patiente 2175A13, le
sequencage Sanger de ces deux différentes régions a été entrepris. Des couples
d’amorces spécifiques a ces regions ont ete congus. Le tableau VI montre la liste
des couples d’amorces utilisés pour la réaction de la PCR.

Tableau VI: liste des couples d’amorces utilisés pour la réaction de la PCR

Génes Amorces Tm Tailles
attendues
BRCA2-EX4-2 AF : CAGGAAGGAATGTTCCCAAT 55°C 100pb
AR: CAAGAATTTAGAAGTGGACAGG 57°C
AA
TP53-EX4-del-F AF : AATGGATGATTTGATGCTGTCC 58°C 225pb
AR AAGAAGCCCAGACGGAAACC 59°C

Pour le géne BRCAZ2, la région ciblée de I’exon 4 a bien été amplifiée par PCR
avec une amplification de 100 pb. Le séquencage Sanger d’un échantillon contrdle
commercial versus de notre échantillon montre bien une substitution d’unCen T

en position 376 dans 1’exon 4. Cette mutation est hétérozygote (ou monoallélique)
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puisqu’un double « pic » est retrouvé a la position 376 : 1’alléle sauvage C et
I’alleéle mutant T.

Pour le géne TP53, la région ciblée de I’exon 4 a bien été amplifiée par PCR avec
une amplification de 225 pb. Le séquencage Sanger d’un échantillon contréle
commercial versus de notre échantillon montre bien une délétion de 8 nucléotides
de la position 197 a 204 (CTCTGGCA) ainsi que I’insertion d’un nucléotide A.
Comme pour la mutation précédente, cette indel est hétérozygote (monoallélique)
puisque des doubles pics sont retrouves tout au long de la séquence sur le
chromatogramme mutant aprés la mutation. L’ensemble de ces résultats valide
les résultats préecédemment obtenus lors du séquencage NGS. La figure 9 montre
le résultat d’amplification des deux régions présentant une mutation lors du

séquencage NGS.

BRCA2 TP53

225 pb

100 pb

Figure 8: résultat d’amplification des deux régions présentant une mutation lors

du séquencage NGS.

A gauche amplification de 100 pb de ’Exon 4 du géne BRCA2 et a droite
I’amplification de 225 pb de I’Exon 4 du géne TP53.
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Figure 9: résultat du séquencage Sanger au niveau de 1’exon 4 du géne BRCA2.

En A la séquence normale de ’Exon 4 du gene BRCA2, et en B la séquence mutée

de I’Exon 4 du BRCA2. Pour cette derni¢re, en plus de I’alléle normal (C),

présence de I’alléle muté (T).

A Seq normale Exon 4 TP53 Délections de 8 nucléotides
' CTCTGGCA

B. Seq Extrait Tumeur Ex4 TP53
T r i fes Ty T TR e s T r v T+ +

. /\ p— ‘ [\
AAARANANAANAAANNARAANAAAIAY [

Insertion d’un nucléotide (A)

Figure 10: résultat du séquengage Sanger au niveau de I’exon 4 du géne TP53.
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En A la séquence normale, en B la séquence présentant une Indel. En noir, les 8
nucléotides supprimés dans la cellule tumorale () et en vert le nucléotide inséré

(A). En rouge, la méme séquence.
3.2. Etude prospective
3.2.1. Caractéristiques des patientes

3.2.1.1. Caractéristiques socio demographiques des patientes
Age des patientes
L’age moyen des patientes était de 49,4ans + 13,4. La patiente la plus agée avait

75 ans et la plus jeune, 26 ans.
3.2.1.2. Antécedents et facteurs de risque

3.2.1.2.1. Age des ménarches
L’age des ménarches avait été renseigné chez 13 patientes.
L’age moyen des ménarches était de 14,6 £ 1,1 ans avec des extrémes de 13 et 17

ans.

3.2.1.2.2. Antécédents de ménopause et de mastopathie
Les patientes étaient ménopausées dans 3,2% des cas (5/16). Elles n’avaient pas

d’antécédent de mastopathie.

3.2.1.2.3. Contraception hormonale cestroprogestative
Sur 16 patientes ou la contraception avait été renseignéee, 2/16 avaient pratique la

contraception cestroprogestative, soit 12,5 %.

3.2.1.2.4. Autres antécédents personnels médicaux
L’Hypertension artérielle et le diabéte étaient les principaux antécédents

médicaux des patientes avec des taux respectifs de : 50% et 12,5%.
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3.2.1.2.5. Antécédents familiaux de cancer
Les antécédents familiaux de cancer du sein avaient été recherchés chez 16
patientes. 12,5 % avaient un antécédent familial de cancer chez un parent de

deuxiéme degré.
3.2.2. Données relatives aux caractéristiques cliniques des tumeurs

3.2.2.1. Motif de consultation

Le tableau VVII montre la répartition des patientes de la phase prospective, atteintes
de cancer du sein au CNHU-HKM et au CHU-MEL de Cotonou, en fonction du
motif de consultation.

Tableau VII: répartition des patientes de la phase prospective, atteintes de cancer
du sein au CNHU-HKM et au CHU-MEL de Cotonou, en fonction du motif de

consultation.

Effectif (n) Fréquence (%)
Nodule 12 75,1
Ecoulement 1 6,2
Ulcération cutanée 1 6,2
Inconnu 2 12,5
Total 16 100,0

Le motif de consultation le plus fréquent était la découverte d’un nodule du sein

par la patiente elle-méme dans 75,1% des cas.
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3.2.2.2. Siege de la tumeur

Le Tableau VIII montre la répartition des patientes de la phase prospective,
atteintes de cancer du sein au CNHU-HKM et au CHU-MEL de Cotonou, en
fonction du siége de la tumeur.

Tableau VIII: répartition des patientes de la phase prospective, atteintes de
cancer du sein au CNHU-HKM et au CHU-MEL de Cotonou, en fonction du siege

de la tumeur.

Effectifs (n) Pourcentage %
Latéralité du sein (N=16)
Droit 3 18,8
Gauche 11 68,7
Bilateral 2 12,5

Le sein gauche etait le plus touché (68,7%).
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3.2.3. Types histologiques
Le tableau 1X présente les types histologiques des tumeurs.
Tableau IX: types histologiques des tumeurs des patientes atteintes de cancer du
sein au CNHU-KHM et au CHU-MEL de Cotonou
Effectif (n) Fréquence (%)

Carcinome canalaire infiltrant 12 48,0
Carcinome intra canalaire de bas grade 1 6,3
Non fait 3 18,7
Total 16 100,0

Le type histologique la plus représenté était le carcinome canalaire infiltrant soit
12%.

3.2.4. Faisabilité d’analyse génétique a partir de tissus frais

3.2.4.1. Quantité d’ADN

Apres extraction de I’ADN sur les seize blocs, la quantité des ADN mesurées,

variait de 13,5 a 1275ng/uL.
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3.2.4.2. Qualité d’ADN
Le tableau X montre I’analyse de la quantité¢ et de la qualité des seize ADN
extraits.

Tableau X: analyse de la quantité et de la qualité des seize ADN extraits

N° [I° ng/pl HPRT ALB TBP

T2 13,5 25,9 25,8 26,1 24,9 25 24,9 27 27,2 27
A 110 25,5 25,7 25,5 24,3 24,1 24,3 25,9 26,3 26,3
B 138,2 25,7 25,5 25,5 24,3 24,3 26 27 27,1 271
C 430 24,4 24,4 24,5 23,3 23,3 23,2 26,1 26,1 26

D 1275 26,4 26,6 26,2 25,1 25,2 25 27,4 27.3 27,5
E 175,4 24,5 24,8 24,5 23,2 23 23,1 26,5 26,4 26,3
F 363 26,1 26 25,9 24,3 24,3 24,4 27 27,2 27,3
G 150 25,7 25,8 25,5 25,2 24,9 25,6 28 27,9 27,7
H 30 28 28 28,1 26,6 26,5 26,6 28,9 28,8 29,2
I 590 27,4 27,5 27,6 26,7 26,8 26,8 29,5 29,3 29,3
1 192 25,4 25,7 25,8 24,6 245 245 26,7 26,7 26,7
K 771 25 25,3 25,1 24,2 245 24,8 27.3 26,8 /

L 60 26 26,3 25,9 24,9 24,8 25 27,8 27,5 27,5
M 415 25,7 25,7 25,7 24,4 244 24,3 27,1 26,9 26,9
N 193 25,8 25,7 25,7 24,6 245 24,7 26,8 27 26,9
0 586 25 25 25,1 23,9 24,2 23,8 26,4 26 26,1

En ce qui concerne la qualite des seize ADN génomiques extraits, nous constatons
que tous les prélevements présentent une amplification pour les trois genes
(HPRT, ALB, TBP).

3.2.4.3. Séquencage NGS sur I’échantillon T2
Le séquengage NGS a été effectu¢ sur I’ADN du prélévement T2 et montre que
la patiente présente deux mutations pathogenes :
e une mutation dans le géne TP53 correspondant a une substitution d’un G
en A a la position nucléotidique 527 dans I'exon.

e une mutation dans le géne PALB2 correspond a une insertion d’un T entre

les nucléotides 390 et 391.

RECHERCHE DE MUTATIONS GENETIQUES DELETERES CHEZ LES FEMMES ATTEINTES
D’UN CANCER DU SEIN AU BENIN : ETUDE PILOTE



@i/.)cuaoian.

4. DISCUSSION
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La discussion des résultats de notre étude s’est articulée autour de trois points :
e J’atteinte des objectifs de notre étude
e lavalidité de nos résultats

e la comparaison des résultats avec ceux des études d’autres auteurs

4.1. Atteinte des objectifs de notre étude

Au terme de cette étude, nous avons pu déterminer aussi bien la quantité et la
qualité des ADN extraits a partir des blocs de tumeur du sein fixé au formol et
inclus en paraffine d’une part, et de prélevements biopsiques d’autre part. Cette
étude nous a également permis d’identifier certaines mutations génétiques

impliquées dans la prédisposition au cancer du sein au Beénin.

4.2. Validité de nos résultats
Il s’est agi d’une étude transversale descriptive a la fois rétrospective et
prospective
e Nous avons eu de difficultés a retrouver I’intégralité des blocs de tumeur
envoyes au laboratoire DUBOIS pour examen anatomopathologique.
e Les différentes mutations retrouvées a partir des prélevements biopsiques
n’ont pu étre confirmées par le séquencage de Sanger.
e Le séquencage NGS n’a pas pu étre réalisé sur ’ensemble des blocs et des
prélevements biopsiques en raison du co(t financier.
e La recherche de mutations constitutionnelles a partir des prélévements

sanguins n’a pas pu étre réalisé
4.3. Comparaison des résultats avec ceux des études d’autres auteurs
4.3.1. Caracteéristiques sociodémographiques

4.3.1.1. Age des patientes
L’age moyen des patientes était de 47,1ans = 10,3. Avec des extrémes allant de
31 a 75 ans pour la partie rétrospective. Pour la partie prospective, I’age moyen
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était de 49,4ans + 13,4. La patiente la plus jeune avait 26 ans et la plus agée avait
75 ans. Mehinto et al. ont trouvé des données similaires (48,5 ans) en 2007[60].
Des résultats similaires (46,58+15,72 ans) ont également été retrouves au
Cameroun en 2015 [61]. Les données de A Traoré et al. vont dans le méme sens
avec une moyenne d’age de 47,4 ans au moment du diagnostic au Mali dans une
étude réalisée en 2009 [62]. Dans les pays développés cet age était en général
supeérieur a 50 ans : 60,6 ans en France [63] et 56,6 ans en Colombie [64]. Cela
explique que le cancer du sein survient a des ages beaucoup plus jeunes dans les
pays africains que dans les pays développes. Ces différences pourraient étre dues

a des facteurs génétiques.

4.3.1.2. Age des ménarches
L’age précoce des ménarches (< 12 ans) est un facteur de risque connu de cancer
de sein[65]. La puberté précoce a été peu notée dans notre étude avec I’age des

ménarches a 14,6 +/- 1,1ans.

4.3.1.3. Antécédent familial de cancer

Les patientes de notre étude avaient un antécédent familial de cancer chez un
parent de deuxiéme degré dans 12,5 % des cas.

Dans une étude réalisée en 2003 par Althuis et al. le risque lié aux antécédents
familiaux de cancer du sein est de 1,9 pour toute forme de parenté. Ce risque est
plus accru chez les femmes plus jeunes et lorsque la maladie s’est développée
chez un parent au premier degré avant 1’age de 50 ans[68]. Pharoah et al partagent
également cet avis [69]. Dans les séries occidentales comme aux Etats-Unis,
I’antécédent familial de cancer du sein a été retrouvé chez 23% des patientes [70].
L’histoire familiale est associée, de manicre réguliére, a un risque accru de cancer
du sein. Des études publiées par Ford et al. [71], Wolper et al. [72] au Canada ont
retrouvé que certaines mutations génétiques sont susceptibles d’augmenter le
risque de cancer du sein. Deux génes, BRCA1l et BCRA2, semblent les plus

impliqués. Par rapport a la population générale, les femmes porteuses des

RECHERCHE DE MUTATIONS GENETIQUES DELETERES CHEZ LES FEMMES ATTEINTES
D’UN CANCER DU SEIN AU BENIN : ETUDE PILOTE



Discussion

mutations sur ces génes présentent un risque accru de cancer du sein. Il est estimé
que le risque associé aux mutations de ces genes dépasse 80 % pour les femmes,
lorsque le sujet porteur de ces genes atteint 1’age de 70 ans. Le fait d’avoir le
méme environnement, le méme style de vie et un patrimoine génétique commun,
ajouté a I’instabilit¢ génomique en rapport avec les mutations, expliquerait en
partie le risque accru de cancer du sein associé¢ a I’agrégation familiale et aux

mutations génétiques [72].

4.3.1.4. Allaitement maternel

Dans notre étude, 93,7% des patientes avaient pratiqué I’allaitement maternel.
Les femmes qui ont allaité pendant une durée totale d’au moins 25 mois présentent
un risque réduit de 33 %, par rapport a celles qui n’ont jamais allaité de développer
un cancer du sein[73]. Key et al. ont montré que la lactation produit des
changements hormonaux endogénes, en particulier une réduction d’cestrogeénes et
une augmentation de la production de prolactine, qui sont supposees diminuer
I’exposition cumulative aux cestrogénes chez la femme. Par conséquent, la
lactation réprimerait 1’apparition et le développement du cancer du sein[23]. Selon
Petrakis et al. le niveau d’cestrogénes dans le sang des femmes qui allaitent
augmente graduellement a partir du dernier accouchement, puis se maintient
pendant plusieurs années, avant d’atteindre le niveau que I’on enregistre chez les
femmes nullipares[74]. L’effet protecteur de 1’allaitement serait attribuable a son

role dans le décalage du rétablissement de 1’ovulation [75].

4.3.1.5. Contraception cestroprogestative

Dans notre étude, la contraception cestroprogestative a été retrouvée comme
facteur associe a la survenue de cancer du sein avec un taux de 12,5%.

Plusieurs études ont déja montré que la contraception hormonale
cestroprogestative est un facteur de risque de cancer du sein. Le risque est d’autant

plus important que la durée d’utilisation est longue [73,76,77].

RECHERCHE DE MUTATIONS GENETIQUES DELETERES CHEZ LES FEMMES ATTEINTES
D’UN CANCER DU SEIN AU BENIN : ETUDE PILOTE



Discussion

La prise de contraceptifs oraux augmente faiblement le risque de cancer du sein.
Ce risque décroit apres l'arrét de la contraception, et rejoint celui des femmes
jamais traitées environ dix ans apres l'arrét. La durée totale d'utilisation, la dose
et le type de contraceptif oral ne semblent pas avoir d'effet. Seuls un petit nombre
de cas de cancers du sein sont toutefois attribuables a la prise de contraceptifs
oraux du fait de la faible augmentation du risque et des taux de cancer du sein peu

élevés dans les tranches d'age concernées par la contraception [78].

4.3.1.6. Motif de consultation

Dans notre ¢tude, le motif de consultation le plus fréquent était la découverte d’un
nodule du sein par la patiente elle-méme dans 75,1% des cas. Des études réalisées
dans d’autres pays en voie de développement comme au Maroc [79] et au
Cameroun révelent la méme tendance. Par contre dans les pays développés, grace
aux politiques de depistage efficaces mises en place, beaucoup de cas de cancer

du sein sont détectés a des stades infracliniques [61].
4.3.2. Etude génétique

4.3.2.1. Partie rétrospective

Dans un premier temps, il s’agissait de mettre en place un protocole d’extraction
d’ADN a partir des blocs de tumeur, de contrdler sa quantité et sa qualité puis de
faire une verification par le séquencage Sanger des potentielles mutations
retrouvees.

En effet, les blocs de tumeur représentent la plus grande source de matériaux
d’archives pour la recherche en biologie moléculaire en Afrique (plus facilement
conservable que des échantillons congelés). Dobrovic et al. ont montré que les
blocs de tissus représentent une riche ressource pour les études génomiques
cliniques, en particulier lorsqu'ils sont associés a des dossiers médicaux complets.
Leur utilisation dans le séquencage de nouvelle génération est une priorité [80].

William et al. aussi ont montré que I'analyse genomique des tissus d'archives

RECHERCHE DE MUTATIONS GENETIQUES DELETERES CHEZ LES FEMMES ATTEINTES
D’UN CANCER DU SEIN AU BENIN : ETUDE PILOTE



Discussion

fixés dans du formol est d'une importance fondamentale dans la recherche
biomédicale, et de nombreuses études ont utilisé ce matériel [81].

Einaga et al. ont également conclu que les tissus fixes au formol et inclus en
paraffine utilisés pour le diagnostic pathologique sont précieux pour I'étude de la
génomique du cancer [82].

Au total 25 blocs ont été extraits avec des quantités d’ADN variant de 19,4 ng/ul
a 631,2 ng/ul, ce qui suggere que le protocole d’extraction appliqué semble
satisfaisant.

Nguyen et al. ont montré que I’obtention d’ADN de quantité et de qualité adéquate
est une étape cruciale pour toute procédure de diagnostic. De plus, la qualité de
I’échantillon de départ a une incidence sur les résultats du séquengage [83]. Il est
donc nécessaire de vérifier la qualit¢ de ’ADN génomique extrait. Nous avons
choisi de la tester en utilisant la méthode de gPCR par SybrGreen. Les résultats
montrent que la moitié des ADN sont partiellement ou totalement dégrades ce qui
peut alterer le séquencage.

Nguyen et al. ont montré que la dégradation de ’ADN peut étre liée a la
concentration de formol utilisée pour la fixation des tissus [83]. Les travaux de
Einaga et al. ont conclu que la meilleure qualit¢ d’ADN extrait a partir de blocs
FFPE est obtenue par fixation tissulaire avec 10% de formol tamponné neutre
pendant une journée [82].

e Le séquencage NGS de I’ADN issu du bloc 2175A13 (ADN de bonne
qualité) montre que la patiente présente deux mutations pathogenes (une mutation
dans le géne BRCA2 et une mutation dans le gene TP53).

La mutation dans le gene BRCA2 correspond une mutation non-sens de type
substitution du nucléotide C>T en position 376 qui conduit a I’apparition d’un
codon stop précoce (CAA - TAA).

Cette substitution entraine le changement de 1’acide aminé Glutamine (GIn) en
position 126 en un codon stop. Ce qui conduit & la synthése d’une protéine

tronquée ou a son absence. La protéine BRAC?2 étant de grande taille (3418 acides
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aminés), cette mutation en position 126 entraine une délétion quasi-totale de la
protéine.

Ce variant est donc considéré comme pathogéne par un consortium clinique bien
établi et les bases de données (ClinVar). Ce variant est retrouvé sous le nom de
BRCA2 : ¢.376C>T (p.GIn126Ter).

La mutation dans le géne TP53 correspond a une délétion de huit nucléotides de
la position 197 a 204 (TGCCAGAG) et I’insertion d’un nucléotide (A) conduisant
a une deletion finale de sept nucléotides et donc a un décalage du cadre de lecture.
De maniere intéressante, cette mutation n’a jamais été rapportée dans la littérature
et dans les bases de données. Cette nouvelle mutation dans TP53 sera dorénavant
nommee ¢.197 204delinsA. Au niveau protéique, cette indel entraine le
changement de la méthionine en position 66 (M) en une lysine (K) puis le décalage
du cadre de lecture avec apparition d’un codon stop en position 120. La protéine
TP53 possede 393 acides aminés. L’apparition d’un codon stop en position 120
entraine une délétion quasi-totale des domaines importants de la protéine. Ce
variant peut donc étre considéré comme pathogeéne.

Dans une étude réalisee par Huszno et al. les mutations TP53 ont un facteur de
pronostic négatif. Les tumeurs présentant des mutations TP53 sont plus
susceptibles d'étre agressives (cancer du sein triple négatif) et de résister a la
chimiothérapie et a la radiothérapie [84].

e Le séquencage NGS de ’ADN issu du bloc RC3792A1 (ADN de bonne
qualité) montre que la patiente preésente une mutation dans le géne BRCA2
correspondant a une substitution d’un G en T en position 1609 (c.1609G>T) dans
I’exon 10.

Cette substitution entraine le changement de I’acide aminée Glutamine (Glu) en
position 537 de la protéine en un codon stop. Ce variant n'est pas signalé dans la
base de données de population Genome Aggregation Database (PMID

32461654), et n'a pas été signalé dans ClinVar. Ce variant peut donc étre considéré

comme pathogene.
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e Le séquengage NGS de ’ADN issu du bloc HT0912A9 n’a donné aucun
résultat due a la trés mauvaise qualité de I’ADN.
L’ensemble de ces résultats montre qu’il est nécessaire d’avoir une qualité¢ d’ADN
suffisante afin de réaliser le séquencage NGS. Les résultats de Einaga et al. vont
dans le méme sens [82]. Il serait intéressant d’étudier si ces nouvelles mutations

sont retrouvées chez d’autres patientes atteintes du cancer du sein au Bénin.

4.3.2.2. Partie prospective

Le protocole d’extraction d’ADN a partir des prélevements biopsiques a bien
fonctionne puisqu’elle nous a permis d’obtenir des ADN variant de 30 a
1275ng/ul. On conclut que la quantité d’ADN extraite des prélevements
biopsiques est nettement meilleure a celle obtenue a partir des blocs.

Concernant la qualité des 15 ADN extraits, nous constatons que tous les
prélevements presentent une amplification pour les trois génes (HPRT, ALB,
TBP).

Contrairement aux blocs FFPE, les ADN issus des prélevements biopsiques sont
de bonne qualité et peuvent donc étre séquencés. Le séquencage NGS du
prélevement T2 montre deux mutations (une mutation dans le géne TP53 et une
mutation dans le géne PALB2) .

La mutation dans le géne TP53, correspondant a une substitution d’un G en A a
la position nucléotidique 527 (527G>A) située dans l'exon 4 du gene TP53. La
cysteine au codon 176 de la protéine TP53 est alors remplacée par une tyrosine,
un acide aminé aux propriétés tres différentes. Cette altération est située dans le
domaine IV hautement conservé du domaine de liaison a I'ADN.

Des études menees sur des lignees cellulaires humaines indiquent que cette

mutation entraine une défaillance dans 1’activité de suppression de tumeur de

TP53 [85,86].
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La mutation dans le géne PALB2, correspondant a une insertion d’un T entre les
nucléotides 390 et 391 (390 391insT). Cette insertion entraine le changement de
I’acide aminé Arginine (Arg) en position 131 en un codon stop. Ce qui conduit a
la synthése d’une protéine tronquée ou a son absence. Cette mutation n'a pas été
signalée dans la littérature a notre connaissance. Ce variant n'est pas signalé dans
la base de données de population Genome Aggregation Database (PMID :
32461654), et n'a pas été signalé dans ClinVar. Ce variant peut donc étre considéré
comme pathogene. Il serait intéressant d’étudier si cette nouvelle mutation est

retrouvée chez d’autres patientes atteintes du cancer du sein au Beénin.
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Au terme de cette étude transversale descriptive a la fois rétrospective et

prospective, portant sur la recherche de mutations génétiques déléteres chez des

femmes atteintes d’un cancer du sein a Cotonou, il se dégage que :

La quantité d’ADN issue des blocs varie de 19,4 ng/ul a 631,2 ng/ul et celle
obtenue a partir des prélévements biopsiques, de 30 a 1275ng/pl. Ainsi
donc les méthodes de conservation des échantillons tissulaires et
d’extraction d’ADN dans I’un ou I’autre des cas permettent d’obtenir une
bonne quantité d’ADN.

La moitié de I’ADN des blocs est dégradée. Par contre, tous les ADN des
prélevements biopsiques présentent une amplification pour les trois génes
Le séquengage NGS de I’ ADN issu des blocs a retrouvé une mutation dans
le gene BRCA2, TP53, PALB2.

Le séquencage de I’ADN issu du prélévement T2 a montré que la patiente
présente une mutation pathogéne dans le géne TP53 et une mutation dans
le gene PALB2.

L’ensemble de ces résultats montre qu’il est nécessaire d’avoir une qualité

d’ADN suffisante afin de réaliser le séquengage NGS.

Nous ne pouvons pas conclure quant a 1’origine des mutations retrouvées chez

nos patientes, a savoir si ce sont des mutations germinales ou somatigques puisque

I’ADN a été extrait directement de la zone tumorale. Il serait donc intéressant

d’obtenir un échantillon de sang de la patiente pour pouvoir voir si ces mutations

sont germinales (constitutionnelles) c¢’est-a-dire présentes dans toutes les cellules

de lI'organisme et transmissibles a la descendance.
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SUGGESTIONS
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Sugqgestions

A I’endroit des autorités sanitaires

o (Euvrer pour la mise en place des unités de recherche en oncogénétique.

o Mettre en place des centres spécialisés pour la prise en charge des cancers
du sein.

o Assurer la formation des ressources humaines nécessaires a la prise en
charge des cancers au Bénin : anatomopathologistes, oncologues
médicaux, genéticiens, radiothérapeutes, chirurgiens, gynecologues
obstétriciens spécialises en sénologie.

o Mettre en place un service de génétique médicale et rendre disponible le
séquencage NGS.

o Promouvoir I’archivage des données de fagcon numérique dans toutes les

structures sanitaires du Bénin.

Aux autorités du CNHU-HKM, du CHU-MEL
o Réorganiser la gestion des archives pour faciliter la recherche.
o Envisager I’informatisation des dossiers médicaux.

o Créer un service ou une consultation d’oncogénétique.

A P’endroit du personnel des laboratoires d’anatomie pathologique

o Mettre en place une meilleure organisation pour mieux archiver les blocs
de paraffine et si possible disposer d’un code barre numériser.

o Informer les cliniciens sur les normes de formaldehyde pour la
conservation des blocs.

o Créer une banque d’ADN pour un suivi plus rapide des patientes

o Se conformer aux recommandations internationales pour la conservation
des prélevements.

o Sensibiliser sur les erreurs d’identification des échantillons.
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e A P’endroit des praticiens
o Bien renseigner les dossiers médicaux
o Adresser en consultation d’oncogénétique les patientes diagnostiquées

pour cancer du sein.

e A Dl’endroit de la population
Supprimer les facteurs de risque évitables tels que la sédentarite,
I’obésité, certaines contraceptions hormonales, le diabete, 1’allaitement

artificiel, la premiére grossesse tardive.
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Annexe 1 : Fiche de collecte
FICHE D’ENQUETE
N° de la fiche : .........
Hopital : / __ /1- CNHU/ HKM 2- HOMEL

Service :/__/1- CUGO 2- CHIRURGIE VISCERALE 3- MATERNITE

LAGUNE
N° du dossier : / /
N° de téléphone : ....................

I- RENSEIGNEMENTS SOCIODEMOGRAPHIQUES DE LA PATIENTE

= Age au moment du diagnostic

= Profession:/ [/

Eleve=1 Etudiante=2 Ménagere=3 Commercante=4 Sans emploi=5

Avec emploi=5 NON /__/ SiOUIl [/ Préciser
Niveau d’instruction : /  /
Sans instruction =1 Niveau primaire=2 Niveau secondaire=3
Supérieur=4
= Ethnie:/ [/
Fon=1 Mahi=2 Goun=3 Aizo=4 Ouemé=>5 Tori=6 Kotafon=7
Tofin=8 Adja=9 Xwla=10 Mina=12 Peda=13 Dendi=14 Bariba=15 G

Yoruba=16 Nagot=17 Peulh=18 Autres africains=8

RECHERCHE DE MUTATIONS GENETIQUES DELETERES CHEZ LES FEMMES ATTEINTES
D’UN CANCER DU SEIN AU BENIN : ETUDE PILOTE



I1- Eléments du diagnostic
1- Motif de consultation :/ [/

Inflammation=1 Nodule=2 Mastodynie=3 Ecoulement mamelonnaire=4
Ulcération cutanée=5 Lympheedéme=6 Syndrome para néoplasique=7

Métastases=8 Adénopathies= 9

2- Antécédents

Antécédents personnels

-Médicaux

e De cancer du sein

e Autres antecédents médicaux a préeciser
-Chirurgicaux

Antécédents gynécologigues

-Age de la ménarche [/

-Age de la premiere grossesse / / Nombre de gestité / / Nombre de
parité /__/

-Notion d’allaitement NON /  / OUl [/ __/ Si OUI : Exclusif NON /
[ OUI [ [ Préciser la durée

-Contraceptionorale  NON / / QOUI [/ Si OUI, Préciser la

molécule

Antécédents familiaux

Cancerde seinNON/__/ OUI [ __/Préciser le lien de parenté

Cancer de I’ovaire NON /__/ OUIl [ __/Préciser le lien de parenté

Autres cancers

3- Signes cliniques
= Etat genéral initial : IPIOMS :/___/

= Caracteéristiques de la tumeur

- Latéralit¢ dusein:/ [/ Droit=1 Gauche=2
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Unneaxes

- Quadrant:/___/Inféro interne=1, Inféro externe=2, Supéro-
interne=3, Supéro-externe=4

- Taille de la Iésion primitive : /___/ (cm)

- SCHEMA DU SEIN

» Classification c TNM

- Taillede latumeur(T):/__/TO=0T1=1T2=2T3=3T4=4
Tx=5

- .Ganglions réegionaux (N) : /__ /NO=0 N1=1 N2=2 N3=3
Nx=4

- Meétastases (M) :/__/ M0=0 M1=1 Mx=2

- Si métastases (lors du diagnostic), localisation :/__/

- Stade UICC :/___ / Stade 0=0 Stade I=1 Stade 11=2 Stade
=3
Stade IV=4

- Cerveau=1 Poumon=2 Foie=3 Os=4 Prolongement axillaire =

5 Autres= 6 (Préciser

4- Données paracliniques

= Mammographie :
Classification ACR :/__ / ACR0=0 ACR1=1 ACR2= 2 ACR3=3
ACR4=4 ACR5=5
Taille des lésions : /___/ (mm)
= Echographie :
Classification ACR :/__/ ACR0=0 ACR1=1 ACR2=2 ACR3=3 ACR4=4
ACR5=5
Adénopathies suspectes a I’échographie : /  / Oui=1 Non=2
Si oui, préciser Siege : /___/ Cervicale=1 Thoracique=2
Abdominale=3 Pelvienne=4

= Type de prélevement :
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- Cytoponction a ’aiguille fine : /  / Oui=1 Non=2
Si oui, resultats : /___/ Positif=1 Négatif=2
Biopsie a I’aiguille : /  / Oui=1 Non=2
= Histologie :
- Type de prélevement :/ __ / Biopsie=1 Piece opératoire=2
Nodulectomie= 3
Echoguidée : / __ / Oui =1 Non=2

- Taillede latumeur:/__ /(mm

- Type histologique : /__/
C. canalaire in situ=1 C.lobulaire in situ=2 C. canalaire
infiltrant(NS)=3 C. lobulaire infiltrant=4 C.tubuleux=5
C.médullaires=6 C.mucineux=7 C.adénoides kystiques ou
cylindromes=8 C.métaplastique=9 C. inflammatoires=10 Autres
tumeurs malignes non épithéliales=11
- Immunohistochimie
o Récepteurs aux cestrogenes :/  / (+)=1 (-)=2
Taux :/__ /Intensité :/__ /Une croix=1 Deux croix=2
Trois croix=3
o Récepteurs a la progestérone : /__/ (+)=1 (-)=2
Taux :/___ /Intensité :/__ /Une croix=1 Deux croix=2
Trois croix=3
- Classification SBR :/__ /SBR1=1 SBR2=2 SBR3=3
Inconnu=4
o Her2:/___/ Absent = 0 Une croix=1 Deux croix=2 Trois croix=3

o ProfillHC:/ [/

Luminal A =1, Luminal B non Her=2 , Luminal B, Her=3 HER2=4 , Triple
Négatif =5 Inclassable=6
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Annexe 2 : Avis du comité d’éhique

= N |

UNIVERSITE D'ABOMEY-CALAVI

COMITE D'ETHIQUE ET DE RECHERCHE DES SCIENCES DE LA
SANTE (CER-SS)

N® 007-2021/UACICERSS/P/SG/R/SA Cotonou le 17 décembre 2021

AVIS ETHIQUE

Le Comite d'Ethique et de Recherche des Sciences de la Santé (CERSS), en sa
session du 17 décembre 2021 a étudié le dossier du projet de recherche « Génétique des
cancers du sein au Benin : recherche de mutations délétéres constitutionnelles et
acquises » soumis par FASSINOU Rose-Mariane.

Ledit projet respecte les principes éthiques fondamentaux mais la composition du
dossier de soumission n'est pas conforme aux critéres d'évaluation du CERSS.

En conséquence, le CERSS émet un avis favorable sous réserve de la prise en
compte des observations suivantes (a mettre a disposition du CERSS) :

« fournir 'engagement des auteurs & respecter I'avis éthique
« compléter la note d'information (Mieux renseigner la note d'information
sur les risques (une biopsie est invasive) encourus et dire comment

ces risques seront pris en charge)
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RESUME

Introduction : Le cancer du sein est le premier cancer chez la femme au Bénin, aussi bien en termes d’incidence que de
mortalité. Bien que I’incidence en Afrique au Sud du Sahara et au Bénin en particulier, reste I'une des plus faibles au monde,
la mortalité y est parmi les plus élevées avec des formes particulierement agressives atteignant des femmes jeunes ; ce qui
suggere des facteurs génétiques. Au Bénin, a notre connaissance, peu d’étude ont été consacrée a la recherche de mutations
génétiques déléteres dans le cancer du sein par la méthode NGS.

Objectif : Identifier les mutations génétiques délétéres chez des femmes atteintes d’un cancer du sein au Bénin.

Méthode : 11 s’agissait d’une étude transversale descriptive a la fois rétrospective (du 01 Janvier 2015 au 31 Décembre 2019)
et prospective (du 07 Février au 31 Octobre 2022). La partie rétrospective a porté sur des blocs de tumeurs du sein fixées au
formol et inclus en paraffine et des observations médicales de patientes. La partie prospective a porté sur des patientes atteintes
d’un cancer du sein et vues en consultation chez qui, des prélévements tissulaires ont été réalisés. Apres extraction de I’ADN,
la quantité a été dosée par spectrophotométre. La qualité de I’ADN a été évaluée par la méthode qPCR au Sybr Green.
Résultats : La partie rétrospective a intéressé un total 25 blocs de tumeur du sein. L’4ge moyen des patientes était de 47,1ans
+ 10,3. Une patiente (1/25) avait un antécédent familial de cancer du sein. La quantité d’ADN extraite des blocs variait entre
19,4 et 730ng/uL. Le séquencage NGS a montré la présence de mutations dans le géne BRCA2, TP53, PALB2. En ce qui
concerne la partie prospective, I’4ge moyen des patientes était de 49,4ans = 13,4. L’extraction a permis d’avoir une quantité
d’ADN variant de 13,5 a 1275ng/uL.

Conclusion : Le séquengage de type NGS peut étre réalisé aussi bien sur des blocs de paraffine que sur des prélevements
tissulaires frais. Des mutations génétiques déléteres sont retrouvées chez des femmes béninoises atteintes d’un cancer du sein.
Mots clés : Cancer du sein, Séquencage NGS, Mutations génétiques, BRCA2, TP53, PALB2

ABSTRACT
Introduction: Breast cancer is the leading cancer in women in Benin, both in terms of incidence and mortality. Although the
incidence in sub-Saharan Africa, and in Benin in particular, remains one of the lowest in the world, mortality is among the
highest, with particularly aggressive forms affecting young women ; which suggests genetic factors. In Benin, to our
knowledge, few studies have been devoted to the search for deleterious genetic mutations in breast cancer by the NGS method.
Obijective: To identify deleterious genetic mutations in women with breast cancer in Benin.
Method: This was a descriptive cross-sectional study, both retrospective (from January 01, 2015 to December 31, 2019) and
prospective (from February 07 to October 31, 2022). The retrospective part included formalin-fixed, paraffin-embedded breast
tumor blocks and medical observations of patients. The prospective part involved patients with breast cancer who were seen in
consultation and from whom tissue samples were taken. After extraction of the DNA, the quantity was measured by
spectrophotometer. The quality of the DNA was assessed by gPCR with Sybr Green.
Results: The retrospective part involved a total of 25 breast tumor blocks. The average age of the patients was 47.1 + 10.3
years. One patient (1/25) had a family history of breast cancer. The amount of DNA extracted from the blocks ranged from
19.4 to 730ng/uL. NGS sequencing showed the presence of mutations in the BRCA2, TP53, PALB2 gene. For the prospective
part, the average age of the patients was 49.4 + 13.4 years. The extraction allowed to have a quantity of DNA ranging from
13.5t0 1275ng/pL.
Conclusion: NGS sequencing types can be performed on the blocks as well as on fresh tissue samples. Deleterious genetic

mutations have been found in Beninese women with breast cancer
Keywords: Breast cancers, NGS sequencing, Genetic mutations, BRCA2, TP53, PALB2




