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INTRODUCTION

INTRODUCTION

Le cancer du sein est le cancer le plus fréquent chez la femme, avec plus de 800 000 nouveaux
cas diagnostiqués chaque année dans le monde. Il représente la premiére cause de mortalité
féminine dans la tranche d’age de 35 a 55 ans constituant ainsi un sérieux probléme de santé

publique. Il est responsable de 20% des décés dus aux cancers (1).

En Algérie, plus de 45.000 nouveaux cas de cancer sont enregistrés annuellement, indique les
derniéres statistiques de I'Organisation mondiale de la Santé (WHO). 20 types de cancer sont
les plus répandus. Parmi les cing cancers les plus fréquents chez la gent féminine, a savoir le
cancer des ovaires, du col, de 'utérus et du colon, le cancer du sein représente la premiere
cause de mortalité. En I"absence de vraies statistiques, les spécialistes estiment que pas moins
de 10.000 nouveaux cas sont diagnostiqués chaque année en Algérie, et ce, généralement chez

les femmes de 40 a 49 ans. Ce fait cause environ de 4500 déces! (2)

De nos jours, plusieurs facteurs de risque de développement du cancer du sein sont reconnus,
tels que les antécédents familiaux de cancer du sein, I'age avancé, la puberté précoce, la
ménopause tardive, la nulliparité et l'obésité. Mais, aucun facteur n’a pu étre impliqué
directement dans I'étiopathogénie de ce cancer, a I'exception de la transmission héréditaire de
certains genes de prédisposition, en particulier les genes BRCA1 et 2, impliqués dans 5-10% des
cas de cancer du sein. Néanmoins, certains facteurs étiologiques sont de plus en plus

soupconnés de contribuer au développement du cancer du sein. (3)

En effet, au cours de cette derniere décennie, les études génétiques ont contribué a la
compréhension des mécanismes biologiques de cette maladie chez I'Homme, depuis que
I’estimation du pronostic est maintenant basée sur les critéres clinico-anatomique,

immunohistochimiques et sur I'expression génétique de la tumeur (3, 4).

Mais en plus des mutations somatiques acquises de la cellule tumorale, différents variants
génétiques de la ligné germinale ont été associés au risque (5) et/ou au pronostic du cancer

du sein (6, 7)
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Cependant, on estime que ces variant génétiques expliquent seulement 28% des causes du
cancer du sein. (5) et trés peu est connu concernant le réle que peut avoir le répertoire

génétique germinal sur le pronostic des patients (7)

Par conséquent, l'identification de mutations génétiques impliquées dans le risque et / ou la

progression du cancer du sein est d’'une importance cruciale.

Les récepteurs adrénergiques sont des macromolécules se trouvant dans la membrane des
cellules innervées par des neurones adrénergiques. La fonction physiologique de base de ces
récepteurs est de reconnaitre les médiateurs adrénergiques : adrénaline ou noradrénaline. lls
appartiennent a la superfamille des récepteurs couplés a la protéine G. Ces récepteurs
adrénergiques peuvent étre subdivisés en 3 types et chaque type en 3 sous-types : alAR (alA,
alB, alD); a2AR (a2A, a2B, a2C) ; et BAR (B1, B2, B3). lls sont exprimés par presque tous les

organes du corps et codés par différents génes (8).

Le gene du récepteur adrénergique a2A (ADRA2A) est un géne dépourvu d’intron localisé sur le
chromosome 10g25.2, codant pour une protéine réceptrice de 450 résidus d'acides aminés (9).
Ce récepteur est impliqué dans plusieurs fonctions du systeme nerveux central, du systéeme
cardiovasculaire, dans la libération de neurotransmetteurs, |'agrégation plaquettaire, la
pression artérielle, la sécrétion d'insuline et la lipolyse (10). Le géne ADRA2A comporte
plusieurs SNPs. Le SNP C-1291G (rs1800544) est localisé sur le promoteur de ce géne, il serait
donc fortement sujet a modifier I'expression de ce dernier. (11) Le rs1800544 a été associée a
I'obésité et la distribution des graisses corporelle (12, 13) De méme pour un autre SNP le
rs553668 qui a également été associé a I'accumulation de graisse corporelle dans la région
abdominale (14, 15) ce SNP est localisé dans la région 3'-UTR du gene ADRA2A. On l'associe
également a la pression sanguine en réponse a des agonistes adrénergiques (16) a I'obésité et

au diabéte de type 2 (DT2) (17, 18)

D'autre part, il est maintenant bien établi que I'obésité est un facteur de risque (19, 20) du
cancer du sein. Ceci est également valable pour les patients atteints de DT2 qui sont plus
susceptibles de développer cette maladie, et ceux d'entre eux qui ont déja développé ce cancer
présentent un mauvais pronostic (21)

Cette double association entre d’une part, I'obésité et le diabéte de type 2 avec les

polymorphismes du gene ADRAZ2A, et d’un autre c6té entre obésité, diabete de type 2 et risque
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et / ou pronostic du cancer du sein, nous a incité a mener cette étude visant a enquéter sur la
possible association des polymorphismes ADRA2A avec le risque de cancer du sein ou ces
indicateurs pronostiques. Notre approche a été renforcée par le fait que ces récepteurs
adrénergiques a2A soient exprimés sur des lignées cellulaires de cancer du sein (22, 23). La
stimulation de ces récepteurs par des agonistes a2 adrénergiques (23, 24) ou par des
catécholoestrogenes (métabolites d’cestrogénes) (25) conduit a une prolifération cellulaire

pouvant étre inversée par des antagonistes a2-adrénergiques. (22)

En outre, les mémes effets d’agonistes / antagonistes a2adrénergiques ont été reproduit sur
des tumeurs mammaires chez des modéles murins de cancer du sein. (26) A notre
connaissance, cette étude est la premiere enquéte investiguant [I‘association des
polymorphismes du géne ADRA2A de la lignée germinale avec le risque du cancer du sein et/

ces indicateurs pronostiques.
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I. La glande mammaire et sa cancérisation

I.1. La glande mammaire

Le sein est une glande exocrine qui se développe au cours de la vie de la femme dont la

fonction est la sécrétion lactée suite a la parturition.

I.1.1. Anatomie et histologie

Le sein est une glande exocrine située sur la paroi antérieure du thorax entourée d'un
revétement cutané. (27)
La glande mammaire est structurée par 2 tissus : les canaux excréteurs et le tissu conjonctif qui

sont organisés en lobes glandulaires. (Figure 1). (28)
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Figure 1. Anatomie et structure de la glande mammaire. (29).

Histologiquement, le systeme alvéolo-lobulo-canalaire est formé d’une assise continue de
cellules épithéliales cubiques sécrétrices de lait, doublée d’une couche externe discontinue de
cellules myoépithéliales fusiformes contractiles. Ces deux couches cellulaires reposent sur une
lame basale. Le tissu conjonctif, appelé tissu palléal, est composé de fibroblastes, d’adipocytes
et de matrice (principalement des fibres collagénes) et renferme les nerfs et les vaisseaux

sanguins et lymphatiques de la glande (Figure 2).



Figure 2. Histologie de la glande mammaire normale.
Les fleches jaunes indiquent les cellules myoépithéliales du canal, les fleches vertes montrent I'assise de cellules
épithéliales du canal, les fleches rouges indiquent les fibroblastes péricanalaires paralléles a la lame basale, les
astérisques représentent les fibres de collagene et le cercle bleu une artériole. Adapté de Biology of the mammary
gland: (30)

1.1.2. Développement et controle

Le sein se développe tout au long de la vie de la femme, du stade foetal a la ménopause, sous
I'influence des hormones sexuelles (oestrogénes et progestérone) et d'un certain nombre de
facteurs de croissance. Apres la naissance et jusqu'a la puberté, les modifications

morphologiques et histologiques sont modestes.

Durant |'étape pubertaire, les modifications sont importantes mais essentiellement dues a une
augmentation du tissu graisseux. Avec la mise en place des cycles menstruels, la glande
mammaire est soumise a une alternance d'exposition aux oestrogénes (1ére moitié du cycle) et
a la progestérone (2éme moitié du cycle). Ces changements d'équilibres hormonaux sont
incapables d'induire le véritable développement de la glande mammaire. Ce sont
essentiellement les canaux qui vont se développer et se diviser pour former des bourgeons
terminaux. Ces bourgeons terminaux sont a I'origine de nouvelles ramifications qui vont former
des bourgeons alvéolaires, on parle alors de lobules de type 1 (Figure 3). Au cours de la

maturation sexuelle, ces lobules évolueront en lobules de type 2 puis de type 3, et ce



lentement jusqu'a I'age de 35 ans. La différenciation totale de ces lobules ne pourra étre

atteinte si aucune gestation ne survient. (27)

impubeére Hormones adulte
(Estrogeénes

i Progestérone)
& .-‘—-'&-‘ > Facteurs de croissance
—— - -r::" .’

h o

(EGF.IGF. TGFE. FGF)

/ gestation

Facteurs de croissance
(TGFw)

—

lactation

Figure 3. Développement de la glande mammaire.
Sous l'effet des hormones ovariennes et de facteurs de croissance, la glande mammaire développe son
arborescence a la puberté. Les photos sont issues de Biology of the mammary gland (glande mammaire

murine).(30)

La gestation et la lactation entrainent des modifications importantes du sein. |l augmente de
volume, le mamelon devient saillant, |'aréole se pigmente comme le mamelon et prend un
aspect grenu. Durant la grossesse, les ramifications terminales des canaux se multiplient et de
nombreuses alvéoles se développent (jusqu'a 80 alvéoles par lobule) sous l'influence
notamment des hormones oestrogénes/progestérone et de facteurs de croissance tels que
leTGF-a (TumorGrowth Factor-a). Les cellules sécrétrices sont totalement différenciées et on
parle alors de lobules de type 4. Apres l'accouchement, durant 2 a 3 jours, la sécrétion

eme

mammaire est fluide et jaunatre, c'est le colostrum. Au 3 jour, la sécrétion graisseuse
augmente et le colostrum se transforme en lait. Ainsi la glande mammaire n'achéve son

développement qu'avec la premiére lactation.



A la ménopause, le déclin des fonctions ovariennes provoque une régression des structures de
la glande mammaire : les canaux galactophores sont maintenus, mais les alvéoles restantes

ainsi que les lobules continuent de régresser avec |'age (Figure 3). (31)

I.2. Le cancer du sein

1.2.1. Généralité sur le cancer du sein

Le cancer du sein est une pathologie a évolution lente. Le terme de « cancer du sein » ne
désigne que les tumeurs malignes, potentiellement agressives, du sein tandis que le terme de «
tumeur du sein » désigne a la fois les tumeurs malignes et bénignes. Le terme « carcinome » ou
« épithélioma » est parfois utilisé, comme synonyme de« cancer ». En réalité le carcinome est
un terme spécifique de morphologie microscopique (histologique) qui désigne les types les plus
fréquents du cancer du sein d’origine épithéliale. La plupart des tumeurs malignes du sein sont
des adénocarcinomes développés soit a partir des cellules épithéliales des lobules glandulaires
(carcinomes lobulaires) soit a partir des cellules épithéliales des canaux galactophores
(carcinomes canalaires) et représentent environ 98% des carcinomes mammaires. Dans de
rares cas, les cellules cancéreuses mammaires proliféerent en carcinome in situ sans rupture de
la lame basale, par opposition au carcinome infiltrant (32). Il existe 4 types architecturaux de
carcinomes canalaires in situ (massif, cribriforme, papillaire et comédo) dont le pronostic est
favorable. Malheureusement, le carcinome est souvent infiltrant, ses formes les plus
fréquentes sont le carcinome canalaire infiltrant (85%) et le carcinome lobulaire infiltrant (5%).
Mais il existe d’autres formes rares de carcinomes infiltrants, tels que les carcinomes
médullaires, les carcinomes mucineux (ou colloides), les carcinomes tubuleux, les carcinomes
apocrines et la maladie de Paget (tumeur du mamelon). Les tumeurs malignes en dehors des
carcinomes primitifs du sein sont rares, elles représentent moins de 1% de toutes les tumeurs
malignes du sein et constituent un groupe de lésions disparates comportant les sarcomes
phyllodes, les sarcomes mésenchymateux, les angiosarcomes et les lymphomes non
hodgkiniens primitifs du sein. (33, 34) (Tablel) et la (Figure 4) montre la classification

histologique des cancers mammaires préconisée par I'Organisation Mondiale de la Santé (35).
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Tablel: Classification histologique des carcinomes mammaires selon ’OMS (35).

Tumeurs épithéliales non infiltrantes

Carcinome canalaire in situ (intracanalaire) (CCIS)
Carcinome lobulaire in situ (CLIS)

Tumeurs épithéliales infiltrantes

Carcinome canalaire infiltrant de forme commune
Carcinome canalaire infiltrant avec composante intracanalaire prédominante
Carcinome lobulaire infiltrant

Carcinome mucineux

Carcinome médullaire

Carcinome papillaire

Carcinome tubuleux

Carcinome adénoide kystique

Carcinome sécrétant juvénile

Carcinome apocrine

Carcinome métaplasique de type épidermoide
Carcinome métaplasique de type a cellules fusiformes
Carcinome métaplasique de type chondroide et osseux
Carcinome métaplasique de type mixte

Maladie de Paget du mamelon

MALADSE DE PAGET DU MAMELON

Figure 4.Classification histologique des carcinomes mammaires. (36)




1.2.2. Epidémiologie

Avec ses 1 384 155 nouveaux cas au monde (10,9 % de I'’ensemble des cancers) en 2008 et 458
503 déceés (6,1% de mortalité par cancer), le cancer du sein est un véritable probleme de santé
publique a I'échelle mondiale (37, 38). Le cancer du sein représente 22,9 % de I'ensemble des
nouveaux cancers féminins et I'on estime qu'une femme a 10 % de probabilité d'étre atteinte
jusqu'a I'age de 74 ans.

Entre 1975 et 1995, on a noté un taux d'augmentation de 60 % (25 000 nouveaux cas en 1985)
qui peut étre liée a un meilleur dépistage (38, 39, 40). Toutefois, Cette incidence n'est pas
répartie uniformément, et selon les meilleures données disponibles, il ya de grandes variations
de l'incidence, de la mortalité et de la survie entre les différents pays et régions et au sein des
régions spécifiques. Car, Bien que plus de la moitié de tous les nouveaux cas de cancer du sein
soient diagnostiqués dans le monde industrialisé (Amérique du Nord [excluant le Mexique] et
en Europe occidentale), plus des trois quarts des déces liés au cancer se produisent dans les
pays en voie de développement. Beaucoup de facteurs complexes sous-tendent ces variations,
y compris la structure des populations (par exemple, age, race et origine ethnique), le style de
vie, l'environnement, le statut socioéconomique, la prévalence des facteurs de risque,
I"utilisation de la mammographie, le stade de la maladie au moment du diagnostic (plus de 60%
des patients sont diagnostiqués au stade Il / IV dans les pays en développement), et I'acces aux
soins de haute qualité (38, 39, 40,41)

En termes de mortalité, le cancer du sein est responsable de 10000 a 11000 décés par an (35
pour 100 000 femmes). Ces chiffres font du cancer du sein la premiére cause de mortalité par
cancer chez la femme dans le monde (42,43).

En Afrique du Nord et au Moyen-Orient, le cancer du sein est également le premier cancer de la
femme. Il représente 14 a 42 % de tous les cancers féminins avec une augmentation
exponentielle (44) Son incidence standardisée selon I’dge (ISA) varie entre 9,5 et 54 pour
10° femmes. Ces éléments font que I'Organisation mondiale de la santé (OMS) considére le
cancer du sein comme une priorité de santé publique et un probléme majeur chez la femme
dans cette région du monde (45).En Afrique du Nord, l'incidence élevée des cancers du sein
chez la femme jeune représente une réalité épidémiologique ol en comparaison avec d’autres

registres le cancer du sein est le premier cancer de la femme (Figure 5).
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Figure 5. Incidence du cancer du sein dans les payes Arabes. (46)

En Algérie, au moment ou I'on commence a enregistrer une diminution notable des maladies
infectieuses de nouvelles pathologies sont apparus dont le cancer et les autres maladies
chroniques non transmissibles qui s'inscrivent aujourd‘'hui parmi les nouveaux besoins
prioritaires en santé publique 40 000 nouveaux cas de cancer sont diagnostiqués chaque année
avec plus de25 000 déces. (47)

Parmi ces cancers, le cancer du sein est devenu un probleme de santé publique majeur avec
une réelle urgence d’intervention et de prise en charge. Le cancer du sein touche les deux sexes
avec une nette prédominance féminine. Chaque année, 7500 cas de cancer du sein sont
enregistrés avec environ 3500 décés enregistrés chaque année. Le cancer du sein est
diagnostiqué a un stade tardif avec un taux de survie bas. Selon le professeur Bendib, sur une
série de 683 cas, traités en 2003 au Centre Pierre et Marie Curieon a:

> 40,4% ont moins de 50 ans.

02% de femmes présentant un cancer du sein n'ont jamais eu d'enfant.

Y

10% de I'ensemble des cancers sont familiaux.

Y

70% ont subi I'amputation

Y

30% ont bénéficié de traitements conservateurs.
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Selon le professeur Bouzid, I’Algérie a enregistré, en 2004,30 000 nouveaux cas (sein féminin : 4
000 & 7 000 cas)(46)

D’autres études montrent aussi qu’en Algérie, le cancer du sein survient chez les femmes
jeunes et en age de procréer, contrairement aux pays occidentaux. Il est, donc, plus agressif et
plus difficile a détecter (48)

A Sétif - Algérie le cancer du sein représente 13,5% de 'ensemble des cancers, ou il se place
derriere les cancers du col utérin et de la vésicule biliaire (49). A Oran, il représente 30% de
I’ensemble des cancers féminin (50). A Batna le registre des cancers de la wilaya (de 2000 a

2006), montre une nette progression des cas de cancer du sein au fils de ces années. (51)

I.2.3.La tumorigenése mammaire

La tumorigenése mammaire est un processus évolutif au cours du quel des cellules normales
acquiérent des altérations géniques qui les singularisent du tissu environnant, leur conférant un
avantage prolifératif et les rendant indépendantes des signaux extérieurs de régulation de
I’homéostasie tissulaire. Ce phénoméne se fait en 4 étapes (Figure 6) :

» Linitiation :
Evénement initial, souvent antérieur de plusieurs années au diagnostique du cancer. Suite a
une altération génique, les cellules vont proliférer de facon anarchique pour former une
excroissance tissulaire appelée hyperplasie.

» La promotion :
Etape au cours de laquelle les cellules initiées continuent de proliférer de facon anarchique
menant a la formation du carcinome in situ. Durant cette période, les cellules vont accumuler
des altérations de leur génome et acquérir alors de nouvelles propriétés biologiques rendant la
tumeur de plus en plus agressive.

» La dissémination :
Les cellules vont dépasser le niveau local, rompre la membrane basale et envahir le tissu palléal
selon un processus actif lié a I'acquisition de nouvelles propriétés biologiques. Les cellules ont
perdu leur connexion intercellulaire, ont acquis des capacités migratoires, sont capables de

restructurer leur microenvironnement et de développer une angiogenese tumorale.
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» La métastase :
Les cellules quittent le sein pour gagner des organes comme le poumon, la plévre, le foie, les os

et le cerveau (52).
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Figure 6. Les étapes de la cancérisation mammaire.

Suite a une altération de leur génome, les cellules de I’épithélium mammaire normal vont étre initiées, conduisant a
leur prolifération anarchique hyperplasique. Les altérations géniques des cellules initiées vont promouvoir
I'apparition d’un carcinome in situ bien circonscrit par la lame basale. Les cellules cancéreuses vont alors
commencer a rompre cette membrane basale pour se disséminer dans le tissu conjonctif adjacent formant une
tumeur maligne. La tumeur devenue invasive continue de se développer et colonise différents organes pour former
des métastases distantes. Les différentes étapes sont illustrées par des coupes histologiques d’un tissu mammaire
normal, d’une hyperplasie de la glande, d’un carcinome canalaire in situ, d’un carcinome canalaire invasif et d’une
meétastase dans un nceud lymphatique. (53).

1.3. Les facteurs génétiques dans le cancer du sein

La cancérogenese mammaire est un phénomene multifactoriel ol la succession d’altérations
géniques conferent aux cellules des avantages sélectifs menant a la progressive transformation
des cellules normales en cellules tumorales. Six altérations essentielles dans la physiologie de la
cellule citées par Hanahan et Weinberg permettent aux cellules transformées de prendre
I’'ascendant sur les autres cellules : indépendance vis-a-vis des signaux de croissance cellulaire
ou du cycle cellulaire, perte de la sensibilité vis-a-vis des signaux anti-prolifératifs,
échappement a I'apoptose, potentiel réplicatif illimité, conversion angiogénique, invasion et

métastase (54, 55).

Plusieurs variants génétiques ont été associés au risque de cancer du sein, certains sont a haute
pénétrance comme pour les genes (BRCA1, BRCA2, TP53, and PTEN), d’autres sont a
pénétrance moyenne comme pour (CHEK2, ATM, BRIP1, et PALB2), et environ une vingtaine de

variants a pénétrance faible situés dans 19 génes ou loci (56) Dans le développement du cancer
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du sein, les altérations génétiques initiatrices provoquent une inactivation des génes
suppresseurs de tumeurs par mutation et une activation d’oncogénes notamment par

amplification génique (57).
I.3.1.Inactivation des génes suppresseurs de tumeurs

Les genes suppresseurs de tumeurs agissent a différents niveaux de la vie de la cellule.
Communément, on les subdivise en 3 groupes, les garants de la stabilité du génome (care
takers), les inhibiteurs de la croissance cellulaire au sens large (gate-keepers) et les
modulateurs du microenvironnement cellulaire (lands capers). Selon le modele de Knudson, il
est nécessaire que les deux alléles d’un géne suppresseur de tumeur soient altérés pour que la

fonction de régulation négative de la prolifération cellulaire soit perdue (58).

Dans la plupart des cas, ce modeéle est confirmé par les observations expérimentales. Les
tumeurs ne contiennent plus qu’un seul allele muté, le second allele ayant été perdu lors d’un
remaniement génétique qui a conduit a la délétion d’une partie plus ou moins importante du

chromosome (perte d’hétérozygotie).
Voici les exemples de quelques génes mutés dans le cancer du sein :

- le géne p53, considérée comme la gardienne du genome est mutée dans 25% des cancers du
sein (IARC TP53 database, Octobre 2007) et ses mutations sont associées a un mauvais
pronostic (59). P53 est responsable de I'arrét temporaire du cycle cellulaire permettant la
réparation des lésions moléculaires ou I'induction de la mort cellulaire programmeée des cellules
endommageées. L'inhibition de p53 augmente le pool de cellules en prolifération et la

probabilité de leur transformation maligne par déficience de I'induction de I'apoptose.

- le géne Rb, premier géne suppresseur de tumeur a avoir été étudié, son expression est
aberrante dans pratiqguement la moitié des cancers du sein a cause d’une perte d’hétérozygotie
ou une perte totale de son expression (60). La protéine Rb intervient dans le controle du cycle
cellulaire via des mécanismes de phosphorylations et déphosphorylations par les complexes
cycline-cdk permettant la libération du facteur de transcription E2F. En conséquence, la perte
de fonction de Rb compromet les points clés (check points) du cycle cellulaire, contribue a la

prolifération anarchique et donc a I'agressivité des tumeurs mammaires (60, 61).
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- les génes BRCA1 et BRCA2 (Breast Cancer suceptibility 1 et 2), ce sont des génes suppresseurs
de tumeur dont la mutation prédispose aux cancers du sein (mais aussi celui de I'ovaire, du
pancréas et de la prostate), ils sont associés aux formes familiales et par conséquent utilisés
dans la prévention du cancer du sein héréditaire (62, 63, 64). Les protéines BRCA sont
impliquées dans la réparation de I’ADN, I'activation transcriptionelle d’autres suppresseurs et le
controle du cycle cellulaire grace a leur interaction avec rad51 (enzyme de réparation de

I’ADN), p53 et I’ARN polymérase Il (65, 66, 67).

1.3.2.Activation d’oncogénes

Dans le cancer du sein, des oncogénes sont majoritairement activés par amplification génique
alors que les mutations ponctuelles, les insertions ou les réarrangements géniques sont moins
observés (68) Les oncogenes stimulent la prolifération, la survie, la migration et I'invasion des
cellules cancéreuses. lls sont des facteurs de croissance (PDGF), des récepteurs aux facteurs de
croissance (EGFR, Met), des adaptateurs de voies de signalisation (Ras, Src), des acteurs de la
survie cellulaire (Akt, bcl2), des régulateurs du cycle cellulaire (cyclines) ou des facteurs de
transcription (c-myc). Dans le cancer du sein, les proto-oncogénes c-erbB2, c-myc et ccdnl sont

les plus fréquemment mutés.

- le géne c-erbB2(HER2), localisé en 17921-22 est ’homologue humain du gene neu isolé de

eme

cellules de neuroblastomes de rat et est le 37 " gene le plus fréguemment amplifié dans les
tumeurs mammaires (69).11 fait partie de la famille des récepteurs tyrosine kinase de type | a
laquelle appartient I'EGFR (récepteur de I'epithelial growth factor ou ErbB1). HER2 est
surexprimé dans 25 a 30 % des cancers du sein, induit la tumorigenése, est associé a des
phénotypes invasifs, a un mauvais pronostic, a une résistance a I’hormonothérapie et a une
diminution de l'efficacité des chimiothérapies (70). De plus, I'excellente corrélation entre
I’'amplification génique de ErbB2 et la surexpression de sa protéine a permis de mettre en place

un traitement ciblé basé sur l'utilisation d’un anticorps monoclonal anti Her2, le trastuzumab

(ou herceptine) (71).

Le locus 17g12-g21, dont fait partie c-erbB2, contient aussi le gene de la topoisomérase |l
alpha, et il s'avére qu’il est amplifié dans une grande majorité des tumeurs mammaires

primaires HER2+. Ainsi, la topisomérase 2 pourrait servir de marqueur du cancer du sein et de
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nouvelles approches thérapeutiques plus efficaces pourraient naitre grace a la combinaison

d’inhibiteurs de HER2 et de la TOPA2 (72, 73).

- Le géne c-myc, il est localisé en 8924 et code un facteur de transcription impliqué dans la
prolifération, la différenciation et I'apoptose. Sa fréquence d’amplification est plus importante
dans les tumeurs envahissant les ganglions axillaires et les tumeurs de grade histopronostique

élevé (74).

- Le géne ccdnl1 (11q13), il code la cycline D1 qui régule le passage G1/S et G2/M et son
amplification est retrouvée dans15 % des carcinomes mammaires (75). Cependant, la cycline
D1 est surexprimée au niveau transcriptionnel et protéique dans 50 % des cancers du sein en
présence ou en absence d’amplification génique (76). Comme c-myc, la surexpression de la
cycline D1 seule n’a pas de pouvoir oncogenique suffisant et nécessite des événements

additionnels.
1.3.3.Génes ou /oci dont le mode de contribution au risque du cancer du sein est inconnu

Ce sont, pour la plupart, des génes dont les variants sont faiblement associés au risque du
cancer du sein. lls ont été identifiés lors des études d’association a large échelle (genome-wide
association studies (GWAS)) ou lors des études de gene candidat (56). C’'est ainsi beaucoup de

SNP (single nucleotide polymorphisme) ont été associés au risque de CS.
1.3.4.Phénomeénes épigénétiques

La cancérisation d’un épithélium normal est causée en premier lieu par une série de sélections
clonale de changements génétiques de genes suppresseurs de tumeur et d’oncogenes.
Cependant, il est maintenant établi que des modifications épigénétiques sont importantes et
caractérisées dans la carcinogenese. Ces altérations incluent des modifications globales telles
qgue I’lhypométhylation de I'ADN et I'hypoacétylation de la chromatine, des hypométhylations et
hyperméthylations spécifiques de genes et la perte de I'empreinte (77) Ces modifications
épigénétiques conduisent a une instabilité chromosomique, c'est-a-dire a une perte
chromosomique et des réarrangements responsables de la progression tumorale notamment
du cancer du sein (78, 79). Elles touchent des genes comme p16, la cycline D2, BRCA1. De plus,
les modifications épigénétiques semblent importantes dans la régulation de petits ARN non

codants, les miRNA (microRNA) pouvant eux-mémes contribuer au développement cancéreux
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(80, 81). Enfin, ces études sur la contribution des altérations épigénétiques dans la progression
tumorale conduisent a I'idée selon laquelle elles pourraient servir de marqueur moléculaire
diagnostic, étre intégrées dans la classification des tumeurs pour une meilleure réponse aux
traitements et servir de nouvelles cibles thérapeutiques (82). Dans le cancer du sein, la
corrélation entre quatre altérations épigénétiques trouvées dans les tumeurs primaires et dans

le plasma suggereque celles-ci pourraient étre utilisées comme marqueur tumoral (83).

1.4. Facteurs de risque

L'étiologie de la majorité des cancers du sein demeure inconnue. Il est possible que de
nombreux facteurs, non encore identifiés, soient impliqués lors de linitiation de cette
pathologie. Ces facteurs peuvent étre classés en deux catégories : les facteurs endogénes

(facteurs propres a I'individu) et les facteurs exogenes.

1.4.1. Facteurs endogénes
Tout d’abord, cette maladie peut étre considérée comme étant spécifiquement féminine. Dans
99 % des cas, ce cancer se développe chez la femme. Les autres facteurs sont I'age, les facteurs

génétiques et les facteurs hormonaux.

a. Age

La probabilité de développer un cancer du sein augmente avec I'dge. Environ deux tiers sont
diagnostiqués chez des femmes agées de plus de 55 ans et 10% chez les femmes de moins de
40 ans.

L'age jeune (< a 35 ou 40 ans selon les séries) est considéré comme un facteur de mauvais
pronostic indépendant dans de nombreuses séries : il favorise le risque de rechute a distance
mais aussi le risque de rechute loco-régionale (84, 85, 86). Une étude de Cancello et son équipe
effectuée sur 2970 patientes montre que chez les patientes jeunes (<35ans), il y a moins de
tumeurs de type luminal A et plus de triples négatives. L’étude Carolina sur le cancer du sein
effectuée sur des Afro-américaines, montre également que les luminales A et B sont plus
fréquentes chez les patientes ménopausées que chez celles qui ne le sont pas (87). A I'inverse,

les tumeurs triples négatives sont plus fréquentes chez les femmes de moins de 40 ans (88).
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b. Hérédité et facteurs génétiques

Seuls 5 a 10% des cas de cancer du sein sont liés a des anomalies génétiques héréditaires. La
probabilité qu’une femme de 30 ans, ayant une mére ou une sceur atteinte d’un cancer du sein,
développe cette pathologie avant I'dge de 70 ans est comprise entre 7% et 18% (89). Plusieurs
génes impliqués dans la carcinogenese mammaire héréditaire ont été identifiés. Les principaux
sont BRCA1, BRCA2, p53, PTEN et ataxia telangiectasia (AT). La grande majorité des cancers du
sein héréditaires peuvent étre attribués aux genes BRCA1 etBRCA2 (90). BRCA1 est localisé sur
le chromosome 17 et code une protéine nucléaire impliquée notamment dans le controle de la
recombinaison mitotique, dans la ségrégation des chromosomes, la régulation
transcriptionnelle ainsi que dans la réparation de I'ADN. Cette protéine agit comme une
ubiquitine ligase de type E3 dont les substrats sont certaines histones, la tubuline y, ERa,
NPM1, la sous unité d’ARN polymérase Il, I'isoforme A du PR et le facteur TFIIE (91). BRCAZ2 est
localisé sur le chromosome 13 et code une histone acétyle transférase impliquée dans la
régulation de la transcription avec une fonction suppresseur de tumeur. Elle est impliquée dans
la réparation de I’ADN et interagit avec BRCA1 dans les voies d’activation de la protéine p53.
Les femmes portant des mutations de type délétion au niveau de BRCA1 ouBRCA2, présentent
un risque considérable de développer un cancer du sein (80%). Ce risque est environ dix fois
supérieur a celui de la population générale (92). Le géne p53 localisé sur le chromosome 17 est
un des geénes les plus communément mutés dans les cancers humains (environs 50% des
cancers). Les femmes affectées par une mutation de p53 présentent un risque plus élevé de

développer un cancer du sein avant I’age de 45 ans.

Enfin, les mutations des genes PTEN et AT, observées chez des patientes atteintes
respectivement du syndrome de Cowden et de I'ataxie télangiectasie, augmentent de 25 a 50%

le risque de cancérogenése mammaire (93).

c. Facteurs hormonaux

Le risque semble dépendre essentiellement du temps d'exposition de I'épithélium mammaire a
ces hormones. De nombreuses variables, incluant I'age des premieres régles, celui de la
premiere grossesse et de la ménopause ainsi que le nombre de grossesses, sont a prendre en

compte (94). Chez les femmes pré-ménopausées, les cestrogénes sous forme d’cestradiol sont
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majoritairement produits par les ovaires. Aprés la ménopause, les cestrogenes continuent a

étre produits au niveau du tissu adipeux notamment dans la glande mammaire.

Une ménarche précoce (avant 12 ans) augmente de 10 a 30 % le risque de cancer mammaire.
De méme, une ménopause tardive éleve le risque de 3% pour chaque année dépassant I'age
moyen de la ménopause. Ces résultats s'expliquent par I'augmentation, chez ces femmes, du
nombre de cycles ovulatoires. A l'inverse, des grossesses précoces ou nombreuses et des
lactations prolongées, diminuent le risque de cancer du sein (89, 93). D'une maniére générale,
la concentration et le type d'hormones présentes dans le sérum influencent le risque de
carcinogenése mammaire. Ainsi, une augmentation du taux d'oestrone, d'cestradiol et/ou de
testostérone est corrélée a une augmentation du risque de cancer du sein (95,96). La
progestérone agit par I'intermédiaire de son récepteur (PR), dont il existe deux isoformes (PR A
et PR B), transcrites a partir de deux promoteurs différents d’'un méme géne.

Le role des isoformes est mal connu dans la tumeur mammaire mais il apparait que
I’augmentation du rapport A/B induit I'activation des génes impliqués dans I’adhésion cellulaire
aboutissant a la migration des cellules cancéreuses vers la moelle osseuse ce qui correspond a
un phénotype plus agressif (97).Chez les femmes post ménopausées, |'utilisation d’cestrogénes
combinés a la progestérone augmente le risque de cancer du sein par rapport aux femmes qui
utilisent uniquement des cestrogenes (98,99,100,101)

Les tumeurs du sein peuvent se différencier par la présence ou I'absence de récepteurs des
cestrogenes (ER+/-) et de la progestérone (PR+/-). Les tumeurs ER+ / PR+ représentent les
tumeurs les plus communes. La présence de ces récepteurs est dépendante de nombreux
facteurs, ainsi le nombre de tumeurs contenant les récepteurs aux cestrogenes varie avec I'age
et l'utilisation d’hormone apres la ménopause alors que la présence du récepteur de la
progestérone varie avec le poids corporel et I'historique de grossesse (102). Contrairement a la
prise d’cestrogénes chez la femme post ménopausée la prise d’un traitement oestroprogestatif
contraceptif n"augmenterait pas le risque de cancer du sein. Par contre, le traitement hormonal
de substitution (THS) augmente le risque de maniére significative (risque relatif estimé a 1.5).

(103).
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1.4.2. Facteurs exogénes

a. Grossesse

Le risque relatif de cancer du sein est de 1.3 pour une femme ayant eu une grossesse apres 20
ans, de 1.6 apres 25 ans et de 1.9 aprés 30 ans. Plus la premiere grossesse est tardive et plus le
risque de cancer du sein est élevé. Le développement du sein peut expliquer en partie ces
données. En effet, la différenciation maximale du sein ne se produit qu’apres la fin de la
premiére grossesse menée a terme ce qui diminue le nombre de lobes de type 1 dont le
potentiel prolifératif est tres important. L'effet de protection maximale due a une grossesse est
guasiment atteint des la premiére grossesse et est conservé tout au long de la vie (27).

Il serait di a une modification de I'empreinte génétique des cellules souches du sein contenues
dans les lobules de type 1 lors de la premiere grossesse. Ces modifications épigénétiques
permanentes conferent a la glande mammaire une protection contre la carcinogénese. Les
modifications épigénétiques correspondent a des activateurs et a des répresseurs, de la
transcription de genes, de I'apoptose, des facteurs de croissance, du controle de la division
cellulaire, de la réparation de I’ADN, de suppresseur de tumeur et d’antigénes de la surface

cellulaire. (104, 105, 106).

b. Contraceptifs oraux

De fagon récente, une élévation du risque de cancer du sein liée a la contraception orale a été
reconnue (107, 108, 109). Il est vraisemblablement faible et lié a une longue durée de prise
d'oestroprogestatifs avant une premiéere grossesse. Certaines études montrent que I'utilisation
prolongée de ces contraceptifs peut augmenter le risque du cancer du sein. Néanmoins, cette

augmentation du risque disparait environ dix ans aprés I'arrét du contraceptif (110, 111, 112).

En 2014, de nouvelles études américaines viennent pour donner une preuve définitive de
I’association du cancer du sein avec la prise prolongée de contraceptifs oraux. En effet, les
précédentes études (113) publiée en 2013, notaient que les cas séveres de cancer du sein
seraient en constante augmentation depuis 1976 chez les femmes de 25 a 39 ans. Ces résultats
étaient confirmés en 2014 (114) grace aux recherches proposées par une équipe de chercheurs

de l'université de Washington basées sur une méthode d’analyse plus rigoureuse, c’est-a-dire
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moins liée au témoignage des personnes examinées. Le tout a donc confirmé la corrélation qui
existerait entre le cancer du sein et I'usage de contraceptifs oraux.

c. Obésité et régime alimentaire

L'obésité n’entraine pas un risque accru de cancer du sein chez les femmes jeunes. En
revanche, aprés la ménopause, ce risque est multiplié par deux chez les femmes obeéses. Un
régime alimentaire riche en graisses augmenterait le risque de cancer du sein. Cette hypothése
est basée sur l'incidence faible du cancer du sein au Japon et dans les pays sous-développés
dont les populations consomment moins de graisses. En effet, les graisses favoriseraient le
développement d’une flore bactérienne colique capable de transformer ces corps gras en
agents cancérogenes potentiels (115). L'alcool, les rayonnements ionisants a dose importante,
ainsi qu’un déficit en vitamines A et E pourraient jouer aussi un réle dans la survenue du cancer
du sein (I'alcoolisme augmente le risque d’environ 200% (115, 116).

L'obésité peut s’accompagner d’un diabéte de type Il caractérisé par une hyperinsulinémie et
une résistance a l'insuline due a une diminution de la sensibilité des tissus a I'insuline. Cette
derniére diminue la production d’une protéine de liaison des hormones sexuelles (SHBG) ce qui
augmente les hormones stéroides libres, les cestrogénes libres en particulier. Ce phénomeéne
amplifierait les effets mitogéniques de ces hormones et augmenterait donc le risque de cancer
du sein (117). De plus, l'insuline est connue pour améliorer la prolifération cellulaire,

I'angiogenése et la biodisponibilité de I'cestradiol (118).

I.5. Facteurs pronostiques
Les éléments de pronostic du cancer du sein sont de plusieurs ordres : cliniques, Histologiques

anatomopathologiques et biologiques

1.5.1. Facteurs cliniques
a. La classification TNM

Plus la connaissance des tumeurs s’améliore, plus I’hétérogénéité s’accentue. Il est nécessaire
de pouvoir regrouper les tumeurs en groupes homogenes sur un plan pronostique et
thérapeutique. La classification TNM proposée par Pierre Denoix a le mérite de répondre a ces
exigences. Elle a été retenue comme base de classification par le comité de nomenclature et de
statistique de I'UICC (Union Internationale Contre le Cancer). Elle est basée sur le principe de
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I’extension anatomique déterminée par la clinique et I'histopathologie. A la base du systéme T
(tumor-tumeur), N (nodes-ganglions), M (metastasis-métastases) il y a l'idée de coder
I’extension locale, régionale et générale. D’une fagon générale, on associe a ces trois lettres des
chiffres (dont la valeur augmente quand augmente la gravité) qui variede 0a 4 pourleT,de 0 a
3 pour le N, et sont soit Osoit 1 pour le M. Cela conduit a un grand nombre de possibilités TNM.
(Table 2)

» Lataille (T):
Tis : tumeur in-situ (non infiltrante),
T1 : tumeur de 2 cm ou moins,
T2 : tumeur de moins de 5 cm, >2 cm,
T3 : tumeur de plus de 5 cm,
T4 : tumeur inflammatoire ou avec extension a la paroi thoracique ou a la peau, quelque soit sa
taille.

» Les adénopathies satellites (N) :
NO : pas d’adénopathie axillaire,
N1 : adénopathie homolatérale axillaire mobile,
N2 : adénopathie homolatérale axillaire fixée ou mammaire interne,

N3 : adénopathie infraclaviculaire ou supraclaviculaire ou axillaire et mammaire interne

» La métastase distante (M)
MO : pas de métastase,
M1 : métastase a distance. (119)

On peut ainsi définir différents stades :

L - T [ TP P RS ORRRPPRN TisNO
R 7 T L= TP P PP PPUPPROPPPPRTUPPPPRRN TINO
OStAUE 2 .. e T2NO, T3NO, TON1, TIN1, T2N1.
3 = T« [T PP PP PP PPPPTRROP T3N1, TxN2, TxN3, T4NXx.
L - T [ USSP TxNxM1.
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Table 2. Survie a 5 ans en fonction du T et du N. (119)

NO N1 N2 et N3
T1 96-99% 86-95% 59-67%
T2 84-92% F0-83% 52-63%
T3 82% 70% 45%

Survie a 5 ans des cancers du sein invasifs en fonction de leur taille et de I’envahissement ganglionnaire.

b. Classification moléculaire

Jusgu’a la fin des années 1990, seules les données histologiques et cliniques permettaient de
classer les différents types de cancer du sein. Plus récemment, les puces a ADN haut débit ont
permis d’'y ajouter des caractéristiques moléculaires. Déja suspectée au vu des données
cliniques et histologiques, les premiéres études d’expression géniques dans les cancers du sein
ont montré I'hétérogénéité moléculaire de la maladie. Ainsi, sur la base de I'expression de plus
de 8000 transcrits, 5 sous-types ont été identifiés : Luminal A et B, basal, HER2 et normal (120)
(Table3). Cette classification a ensuite été validée par plusieurs plateformes d’analyse
transcriptionnelle, pour différentes populations de patientes et différentes formes
anatomocliniques de la maladie et a permis de dégager des pronostics différents pour chaque
sous groupe (Figure 7) (121, 122, 123)

Table 3. Classification moléculaire des cancers du sein. (121,123)

Sous type Fréquence Description

Cancers généralement de bas grade et de bon pronostic, exprimant les
Luminal A 19-39% récepteurs hormonaux (ERa) et les marqueurs de différenciation luminale
GATA3, KRT8 et KRT18
Cas luminaux moins différenciés que les A et plus prolifératifs. Ils sont de
Luminal B 10-23%
grade plus élevé et de pronostic moins favorable
HER2 4-10% Cancers avec une forte expression de HER2. lls sont de mauvais pronostic
Cancers trés prolifératifs, de haut grade et de mauvais pronostic, ils
n‘expriment ni les récepteurs hormonaux ni HER2 mais expriment
fortement des génes liés a la prolifération (cyclines, CDK), des génes de
Basal-like 16-37%
différenciation de type basal/myoépithélial (cytokératine 5 et 17,
laminine, P-cadherine, caveoline 1) et présentent fréquemment des
mutations de p53 et BRCAL.
Ce dernier sous-type reste assez mal défini. Il regroupe les tumeurs
mammaires dont les clusters d'expression géniques sont semblables aux
Normal-like <10% seins normaux et aux fibroadenomes. Les issues cliniques sont floues et

pour certains il pourrait s'agir d’'un artefact du au prélévement de cellules

normales en plus des cellules tumorales (Brenton et al., 2005)

Description des 5 sous-types basés sur leur expression spécifique de certains génes
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Figure 7. Issues des différents sous types moléculaires de cancer du sein.
Durée d’apparition de métastases distantes et probabilité de survie dans les différents sous-types moléculaires de
tumeurs mammaires. En bleu foncé, le sous type luminal A ; en bleu clair, luminal B ; en violet, HER2 et en rouge,
basal. Le sous type luminal A est de meilleur pronostic. D’aprés Sorlie et al., 2003 (123)

c. l’age

L’age est le facteur de risque le plus important du cancer du sein, avec une courbe d’incidence
monotone augmentant de 30 a 70 ans. Les cancers survenant avant 50 ans représentent 15 a
20% des cancers du sein. A taille égale, le cancer du sein est beaucoup plus agressif chez une

femme ménopausée que chez une femme qui ne I'est pas. (124)

d. Le délai de prise en charge

Le retard de prise en charge thérapeutique assombrit nettement le pronostic. Une méta
analyse de 87 études, a révélé que les patientes pour lesquelles ce délai était supérieur a 3mois
avaient un taux de survie de 12 % inférieur a celui des femmes prises en charge plus

rapidement (124).
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1.5.2. Facteurs anatomopathologiques

a. Le type histologique
En général, le type histologique n’est pas un critére utilisé en pratique, méme si il est reconnu
gue certains types histologiques sont de meilleurs pronostics tels que : les carcinomes

lobulaires, mucineux (colloides) et médullaires. (125)

b. La taille tumorale
Elle est liée a I'’envahissement ganglionnaire méme si, a statut ganglionnaire identique,
I’'augmentation de la taille tumorale est associée a un pronostic défavorable. Une taille

tumorale supérieure a 2 cm représente un facteur de mauvais pronostic (125).

c. Le grade histopronostique SBR
L’évolution d’un cancer est liée a son degré d’anaplasie par rapport au tissu d’origine. En effet,
plus une tumeur est anaplasique plus ['évolution est péjorative. La classification
histopronostique la plus utilisée actuellement est le grade de « Scarff, Bloom and Richardson »
(SBR) (Bloom and Richardson, 1957), revu par le groupe de Nottingham (126), repris par
I’'European Community Working group for Breast Pathology et préconisé par I'OMS.
La méthode du grading SBR consiste a évaluer trois parametres morphologiques:

» Laformation de tubules ou degré de différenciation

» Le pléomorphisme nucléaire ou degré d’anisonucléose

» Lafréquence des mitoses.
Un score allant de 1 a 3 est attribué a chacun de ces paramétres. Les différents scores sont
additionnés pour obtenir le grade histologique global :

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

» Grade |l = score 6-7 (pronostic intermédiaire)

» Grade Ill = score 8-9 (pronostic sombre)
Les cancers de grade | sont mieux différenciés, tandis que les cancers de grade Ill le sont moins.
Les cancers indifférenciés ont habituellement une évolution plus grave et plusrapide que les

cancers différenciés. (126)
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d. L’envahissement ganglionnaire

Le cancer du sein est trés lymphophile. L’envahissement ganglionnaire est habituellement
considéré comme le plus important des facteurs pronostiques. Sa présence est corrélée a la
taille de la tumeur et au grade SBR. D'autres éléments tels que la taille ganglionnaire,
I'importance de I'envahissement et la rupture capsulaire sont également discutés.
Actuellement, beaucoup d'équipes s'intéressent au caractére micro métastatique de

I'envahissement déterminé par immuno-marquage (127).

1.5.3. Facteurs biologiques

a. Les récepteurs hormonaux
Il existe 2 types de récepteurs hormonaux : les récepteurs a l'oestrogéne (ER) et a la
progestérone (PR). La premiere étude de la valeur pronostique des récepteurs aux cestrogenes
publiée par Knight en 1977 indiquait une fréquence de récidive nettement plus importante
pour les patientes ER-que pour les malades ER+. Il existe plusieurs méthodes de dosage de ces
récepteurs, la référence étant la méthode de dosage immunohistochimique. Il est classique de
distinguer les tumeurs de bon pronostic ER+PR+ de celles de mauvais pronostic ER- PR-. Les
carcinomes mammaires sont plus ou moins sensibles a ’lhormonothérapie en fonction de I'état

de ces récepteurs hormonaux.

b. HER2/neu (c-erb B2)

Ce géne HER2/neu est un proto-oncogéne qui code pour un récepteur transmembranaire
partageant une forte homologie de séquence avec le récepteur pour |I'epidermal growth
factor(EGF) (69, 128). La protéine HER2 est surexprimée suite a I'amplification de son géne dans
15 a 30% des carcinomes mammaires (69). Ces anomalies peuvent étre mises en évidence soit
par la détection de I'amplification de ce géne dans le noyau par hybridation in situ, soit par
analyse du niveau d’expression de ce gene par immuno histochimie (129, 130). Ainsi la
détermination du statut d’expression de HER2 dans les carcinomes mammaires aurait une
valeur pronostique péjorative et une valeur prédictive de la réponse a la chimiothérapie et/ou a
I’hnormonothérapie. Il est actuellement connu que les carcinomes mammaires surexprimant
HER2 sont habituellement de hauts grades et de mauvais pronostic.

c. LADN-ploidie ou index d’ADN
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Cette technique évalue la quantité d’ADN dans les cellules tumorales. Elle permet d’identifier
les tumeurs dites aneuploides plus agressives par opposition aux tumeurs diploides dont le

contenu en ADN est normal.

d. Les marqueurs de prolifération

A coté de I'activité mitotique qui doit impérativement étre évaluée pour établir le grade SBR,
des marqueurs de prolifération peuvent étre utilisés, tels que I'analyse de I’expression de Ki67
par immunohistochimie ou la détermination du pourcentage de cellules en phase S
(synthétisant I’ADN) par cytométrie en flux ou en analyse d’image (131). Il a été démontré que
I’expression de Ki67 dans les carcinomes mammaires est associée a un mauvais pronostic, mais
les seuils de positivité varient dans la littérature de 1 a 20 %.

D’autre part, les différentes études ont montré que les taux de rechute et de mortalité étaient
augmentés lorsque les tumeurs comportaient une proportion élevée de cellules en phase S
(132). Une corrélation positive aurait aussi été démontrée entre le taux de réponse a la

chimiothérapie néoadjuvante et le pourcentage de cellules en phase S. (133)

I.6.Stratégies thérapeutiques

L'objectif du traitement du cancer du sein est d'enlever la tumeur et de supprimer toutes les
cellules cancéreuses. |l existe différents types de traitements qui peuvent étre réalisés seuls ou

en associations.

1.6.1.Chirurgie

La chirurgie est le traitement le plus anciennement utilisé pour soigner les cancers du sein. Il en
existe 2 types: la chirurgie conservatrice (tumorectomie) qui a pour but d'enlever la totalité de
la tumeur sans enlever la totalité du sein, et la mastectomie qui consiste a enlever tout le sein

(134).

1.6.2.Radiothérapie
Comme la chirurgie, la radiothérapie est un traitement local du cancer. Elle consiste a utiliser
des rayons qui atteignent la tumeur et détruisent les cellules cancéreuses. Selon la zone a

traiter, les rayons utilisés peuvent étre différents (photons, rayons X ou électrons). Ces divers
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types de rayons peuvent étre combinés. La radiothérapie peut étre proposée avant une
chirurgie du sein (radiothérapie préopératoire) pour diminuer la taille de la tumeur ou aprés
une chirurgie du sein (radiothérapie post-opératoire) pour diminuer le risque de rechute locale

(135)

1.6.3.Chimiothérapie

Il s'agit d’un traitement utilisé pour les formes métastatiques pour les quelles la chimio
sensibilité est largement démontrée, et en traitement adjuvant pour les formes non
métastatiques. De nombreux médicaments existent et sont prescrits seuls ou en associations.
lIs peuvent étre classés en 4 familles selon leur mode d'action : les anti-mitotiques qui bloquent
les cellules en métaphase aboutissant ainsi a |'apoptose ; les agents alkylants sont des
molécules de synthése qui inhibent la progression de I'"ADN polymérase ; les antimétabolites
qui perturbent la synthése de I'ADN en bloquant les enzymes nécessaires a la synthése des
nucléotides et enfin les inhibiteurs de la topoisomérase Il qui inhibent la religation des 2 brins
d'ADN apres le relachement des contraintes de torsion nécessaires au processus de réplication.
La durée optimale de la chimiothérapie est en général de quatre ou six cures. Le taux de

réponse est relativement élevé puis qu'il est de 70 a 90% quelque soit I'agent choisi (135).

Table 4. Principaux médicaments antimitotiques utilisés dans les cancers du sein

Classe pharmacologique DCI Nom de spécialité
Taxanes Docétaxel Taxotére®
Paclitaxel Taxol®
Antracyclines Epirubicine Farmorubicine®

Antracénediones
Alcaloides de pervenche

Agents alkylants

Antimétabolites

Doxorudicine
Mitoxantrone
Vinorelbline

Cyclophosphamide
Thiotepa

Capécitabine
Méthotrexate
5 Fluoro-uracile

Adriblastine ®
Novantrone ®
Navelbine ®

Endoxan ®
Thiotepa ®

Xeloda ®
Ledertrexate ®
5 Fluoro-uracile ®
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1.6.4. Hormonothérapie

Le traitement médical par hormonothérapie est ancien. En effet, c'est en 1896 que Beatson
rapporte 2 cas de régression temporaire de cancers mammaires métastasés apres
ovariectomie. Dés lors, de nombreuses hormonothérapies ont été mises au point. Ce
traitement est, d'une maniere générale, bien toléré et peut permettre des survies trés
prolongées et n'est efficace que dans les tumeurs hormono-dépendantes. Cette hormono-
sensibilité est déterminée par la présence ou non de récepteurs hormonaux dans les cellules
cancéreuses, notamment de récepteurs des cestrogénes (ER) et de la progestérone (PR). La
limite permettant de déterminer si une tumeur est ER ou PR positive ou négative a été le sujet
de nombreux débats. Actuellement, les résultats des méthodes permettant de quantifier ces
récepteurs sont considérés comme positifs si la quantité de récepteurs est supérieure a 10 fmol
par mg de protéines cytosoliques. Les patientes présentant des tumeurs ER+/PR+ seraient 80%
a répondre a I'hormonothérapie alors que le taux de réponse n'est que de 30 % pour les
tumeurs ER+/PR- et de 45 % pour les tumeurs ER- /PR+ (136). Il existe 4 types

d'hormonothérapie : soustractive, compétitive, inhibitrice ou additive.

a. Hormonothérapie soustractive
L’'hormonothérapie soustractive consiste a supprimer rapidement par castration la source
d'cestrogénes que synthétisent les ovaires. La méthode longtemps utilisée fut I'ovariectomie
chirurgicale. Cette technique est actuellement remplacée par une ovariolyse radiothérapique.
La suppression ovarienne est obtenue dans les 6 a 10 semaines suivant la radiothérapie. Son
intérét est démontré en situation métastatique ou en traitement adjuvant chez les femmes non

ménopausées présentant des tumeurs hormono-dépendantes. (136)

b. Hormonothérapie compétitive
Ce type d'hormonothérapie utilise les anti-cestrogénes. lls bloquent I'action cellulaire des
cestrogénes en se fixant a la place de I'cestradiol sur I'ER. Le chef de file est le tamoxiféene qui
fut mis sur le marché en 1970 et qui reste encore aujourd'hui le composé le plus utilisé dans le
traitement des cancers du sein hormono-dépendants. D'autres dérivés ont été synthétisés : le

raloxiféne, le torémiféne ou encore le fulvestrant. (137, 138, 139)
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c¢. Hormonothérapie inhibitrice
On distingue tout d'abord les inhibiteurs hypophysaires gonadotropes. Il s'agit d'agonistes de la
LH-RH (facteur de libération de ’"hormone lutéinisante) obtenus par synthese. Ces molécules de
demi-vie longue stimulent I'hypophyse en permanence, supprimant le caractere pulsatile de la
sécrétion physiologique de la LH-RH par I'hypothalamus. De ce fait, I'hypophyse ne sécrete plus
de LH ni de FSH, entrainant une chute de la production d'cestrogénes et de progestérone par
les ovaires. Les effets sont identiques a ceux obtenus par castration mais sont réversibles 1 a 2
mois aprés l'arrét du traitement (140). Cependant, il existe initialement une augmentation
transitoire des gonadotrophines et donc de la synthese d'hormones sexuelles qui peuvent
amener une aggravation brutale de la maladie. Au début, le traitement est donc souvent

associé a un inhibiteur des récepteurs des cestrogénes.

L'hormonothérapie inhibitrice fait également appel aux inhibiteurs d’aromatase. L'aromatase
est I'enzyme qui catalyse la transformation des androgénes en oestrogénes. Les molécules a
activité anti-aromatase agissent soit en prenant la place du précurseur, en l'occurrence les
androgenes (inhibiteurs stéroidiens ou de type 1), soit en se liant a I'enzyme et inhibant ainsi
toutes les activités enzymatiques liées a celle-ci (inhibiteurs non stéroidiens ou de type Il). Les
inhibiteurs actuellement utilisés sont I'anastrozole, le létrozole et I'exemestane plus connus
sous les noms de Arimidex®, Femara® et Aromasin®. De récentes études montrent que ces
inhibiteurs d'aromatase sont plus efficaces que le tamoxiféne (141, 142), mais contrairement a
ce dernier, ils n'augmentent pas le risque de cancer de l'endomeétre ni de thromboses
veineuses. En revanche, ils diminuent fortement la densité minérale osseuse et augmentent le
risque de fractures. Actuellement, les inhibiteurs d'aromatase sont utilisés uniqguement chez les
femmes ménopausées, soit en premiere ligne de maladie métastatique, soit en situation

adjuvante.

d. Hormonothérapie additive

L'hormonothérapie additive consiste a utiliser des progestatifs constituant une
hormonothérapie de deuxiéme ou de troisieme intention dans les cancers métastatiques, apres
échec des anti-cestrogénesou des inhibiteurs d'aromatase. Leur mode d'action n'est pas

clairement défini, mais des études montrent qu'ils diminuent les taux d'ER et d'cestrogenes
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circulants. Le taux de réponse est d'environ 30% avec une rémission compléte chez 5% de ces
patientes (143). Ces agents présentent cependant des effets secondaires non négligeables dont

une prise de poids importante, une hypertension artérielle et des risques thromboemboliques.

d. Les thérapies ciblées
De nouvelles stratégies thérapeutiques sont regroupées sous le terme de thérapies ciblées.
Elles concernent I'utilisation d’anticorps monoclonaux qui agissent comme des interrupteurs en
bloquant les voies de signalisation surexprimées dans la cellule cancéreuse. L’'anticorps
monoclonal anti-HER-2 recombinant connu sous le nom de trastuzumab ou HerceptinTM est
utilisé dans le traitement du cancer du sein métastatique ou non avec surexpression tumorale
de HER-2 (erbB2). Par ailleurs, les essais cliniques avec le Lapatinib ou Tykerb® qui est aussi une
molécule inhibitrice de HER-2 ont montré des résultats tres prometteurs et la molécule a été
mise sur le marché en 2007. Une autre stratégie vise a inactiver la cyclooxygénase-2 (COX-2),
dont l'implication dans la progression et l'angiogenése des tumeurs a été démontrée. Le
celecoxib, un inhibiteur sélectif de cette enzyme, a notamment été utilisé en association avec la
chimiothérapie entrainant peu d'effets cytotoxiques additionnels mais augmentant le taux de
réponse de 20 % (144). Actuellement, les recherches se penchent vers des inhibiteurs des voies
de signalisation des facteurs de croissance dont beaucoup interagissent avec I'ER et contrélent

le développement et la croissance des tumeurs (145).

Il. Les récepteurs adrénergiques

Il.1.Historique des récepteurs adrénergiques

Les récepteurs adrénergiques sont des macromolécules se trouvant dans la membrane des
cellules innervées par des neurones adrénergiques (figure 8). La fonction physiologique de base
de ces récepteurs est de reconnaitre les médiateurs adrénergiques : adrénaline ou

noradrénaline. (146)

Cette reconnaissance provoque une série d’événements intracellulaires, qui modifient I'activité
de la cellule effectrice. Ils ont la caractéristique, lors de leur activation, de faire intervenir un

second messager : la protéine G, ainsi que des mécanismes effecteurs : enzymes effectrices ou
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canaux ioniques. Ces récepteurs présentent une structure commune, a sept hélices alpha

transmembranaires. (147, 148)

L'extrémité amino-terminale de la protéine est extracellulaire. L'extrémité carboxy-terminale
est intracellulaire. On peut observer trois boucles extracellulaires (nommées E1, E2 et E3) et
trois boucles intracellulaires (11, 12 et 13). Ces protéines peuvent étre sujettes a des
modifications post traductionnelles, de type N-glycosylation, acylation par des composés

lipidiques. (149,150)
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Figure8. | a famille des GPCR. A) Représentation schématique de la structure typique en 7-TM des GPCR, ainsi que la structure d'une
protéine G (Ga-GDP et Gfiy). Les trois boucles extracellulaires des GPCR sont appelées E1 a E3, et les trois boucles intracellulaires |1
a 13. L'extrémité aminée NH, de la protéine est du cdté extracellulaire et I'extrémité carboxylique COOH du cdté intracellulaire.
B) Processus d'activation et de désactivation d'un GPCR. De gauche a droite : la liaison d'un ligand au récepteur inactif induit chez ce
dermier des changements conformationels qui sont transmis a la protéine G associée. Il s'en suit un échange GDP/GTP au niveau de la
sous unité G qui entraine la dissociation des sous unités Ga et Gfiy et 'activation de messagers secondaires ayant des propriétés
biologiques spécifiques : Ga,, inhibition de 'adénylate cyclase (AC); Ga,, activation de I'AC; Gu,, activation des phospholipases C (PLC) ;
Ga,,, activation des GTPases Rho ; Gy, activation des PLC et des phosphoinositide-3-kinase (PI3K). L'activité GTPase de Ga, inhibée
par sa liaison au complexe Gfiy, permet I'hydrolyse spontanée du GTP en GDP+Pi et le retour a I'état inactif du récepteur.

(151)

Ahlquist en 1948 propose I'existence de deux types de récepteur : a et 3. Cette classification
est basée sur la capacité de certains agonistes adrénergiques a provoquer soit de I'excitation,
soit de Iinhibition sur différents tissus. Par exemple la noradrénaline est connue pour avoir un
puissant effet excitateur sur les muscles lisses, I'isoprotérénol dispensant I’effet opposé. Quant

a I'adrénaline, elle peut a la fois exciter et inhiber les muscles lisses. Ahlquist propose de
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désigner par a et B les récepteurs des muscles lisses qui sous I'action des catécholamines
produisent respectivement excitation et inhibition. Les récepteurs adrénergiques forment une
famille de protéines trés proches les unes des autres. Les séquences d’acides aminés des

récepteurs alpha et beta ont environ 30 a 40% d’homologie. (152, 153)

Les récepteurs B ont également été subdivisés plus tard. On distingue les récepteurs 1 et 2.
Beaucoup de tissus contiennent les deux types de récepteurs en différentes proportions,
souvent un récepteur prédomine établissant ainsi I'organe ou le tissu concerné comme sous
controle 1 ou 2. Les récepteurs 1 sont prédominants dans le cceur, associés a une réponse
excitatrice. Les différentes molécules activatrices sont : isoproterenol, adrénaline et
noradrénaline. Les récepteurs B2, sont quant a eux, rencontrés sur les muscles lisses des
vaisseaux sanguins et des bronchioles ou ils produisent une action inhibitrice (relaxante). La
noradrénaline a assez peu d’effet sur les récepteurs B2, plus sensible a I'adrénaline ou a
I'isoproterenol (154) Aprés quelques années un troisieme récepteurf, le 33, a été isolé chez

I’'hnomme. Il semble jouer un réle dans la lipolyse chez I’homme (155)

A l'instar des récepteurs B3, les récepteurs o peuvent également étre subdivisés. Dans les
années 70 une division anatomique fut réalisée en distinguant des récepteurs o2
présynaptiques puis des récepteurs al post synaptiques. Nous verrons que les récepteurs a2
ne sont pas que présynaptiques. La subdivision al - a2 est maintenant faite sur leur sensibilité
a certains agents agonistes et antagonistes. Dans le tableau 5, sont indiqués les différents
agents et leur action, ils sont dits spécifiques d’un récepteur, mais ce n’est pas tout a fait exact.
Lorsque les doses augmentent, un agent spécifique d’'un récepteur o2 pourra agir sur un
récepteur al (156). Les sous-types al et a2 ne présentent pas plus de similitudes entre eux

que les sous-types a et  : environ 30 a 40 % (152, 153).

Table 5 : Quelques antagonistes et agonistes des récepteurs alpha (157)

Type de récepteur

Agoniste

Antagoniste

Alpha 1 et alpha 2

Adrénaline
Noradrénaline

Tolazoline
Phentolamine

Phenylephrine

Prazosine

Romifidine

Alpha 1 Methoxamine Corynanthine
Clonidine Yohimbine

Alpha 2 Détomidine Idazoxan
Médétomidine Atipamezole
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Le récepteur adrénergique alpha-2A est I'objet de notre étude, il fait partie des récepteurs a2,

dont va suivre une description précise de ces récepteurs.

1.2. Les récepteurs adrénergiques a2

Depuis quelques années quatre sous-types distincts de récepteurs a2 ont été identifiés : a2A,
a2B, a2C et 02D, cependant il se pourrait que ce dernier soit un homologue du sous-type o2A
(154, 157). Les séquences en acides aminés des domaines transmembranaires des trois

récepteurs partagent environ 75% d’homologie. (Figure 9) (149)

A. Topology, Homology, and Post-translational Modifications
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Figure 9. Structure et caractéristiques des trois sous-types a2AR. (a) la topologie, 'homologie, et
modifications post-traductionnelles sont présentés pour le A : 2AAR, I'a2BAR, et a2CAR. Les régions présentant la plus grande diversité de
séquence sont les régions les régions non-associé a la bicouche, en particulier la troisieme boucle cytoplasmique, alors que les zones de plus
forte homologie sont les régions hydrophobes couvrant la membrane. (B) localisation a I'état d'équilibre des trois sous-types adrénergiques ;
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sont présentés. Le a2AAR est presque exclusivement sur la surface basolatérale de la cellule. Le A2BAR est également presque exclusivement
basolatérale, mais il est existe un petit compartiment endocytaire dans certaines conditions. Le a2CAR est présent dans la moitié de la surface
basolatérale de la cellule et dans la moitié intracellulaire. (c) Les différences dans les voies de trafic sont présentés. Le a2AAR est directement
délivré au domaine basolatéral, ou il a un temps de rétention sur la surface cellulaire de 12 h. Le A 2BAR est livré au hasard dans les deux
surfaces apicales et basolatéral, mais il est sélectivement retenu basolatéralement, ol il a un temps de rétention de 12 heures. La demi-vie de
02BAR sur la surface apicale est seulement de 15 a 30 min. Le a2CAR est aussi directement livré a la surface basolatérale et a une demi-vie de
12 heures sur la surface, mais il existe une quantité substantielle de récepteur localisé a I'intérieur de la cellule. ER, réticulum endoplasmique;

TGN, appareil de Golgi (152)

11.2.1 Transduction du message

La réponse cellulaire a I'activation des récepteurs a2 est différente selon les sous-types. La

transduction du message porté par un a2-agoniste fait intervenir différentes étapes (154) :

» [l'attache du ligand au récepteur : le site de liaison est souvent situé sur les régions
transmembranaires des récepteurs. Ce dernier change alors de conformation.

» Activation de la protéine G : celle-ci est rendue possible par le changement de
conformation du récepteur.

» Stimulation d’un systéme effecteur par la protéine G.

» Activité GTPase intrinseque : entraine la réassociation des sous-unités Go et GB/y.

(Figure 10)
(1) Etataurepos
effecteur
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d'effecteurs

Figure 10 : Etapes de la transduction du message adrénergique (158)

Les protéines G peuvent étre reparties en quatre classes, en fonction des homologies de

séquence : Gs, Gi/o, Gg/11 et G12. Un certain nombre de mécanismes effecteurs a été décrit :
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» inhibition de I'adényl cyclase : soit par 'intermédiaire de la protéine Gi, soit par une
faible stimulation directe de Gs.

> hyperpolarisation de la membrane par activation des canaux K".

» inhibition des canaux Ca2+ voltage dépendant par I'intermédiaire de la protéine G,

> D’autres systémes de second message : augmentation de I'échange Na*/K", stimulation
de la phospholipase C, mobilisation d’acide arachidonique, augmentation d’hydrolyse
des polyphospho-inositides, augmentation de la disponibilité du Ca2" intracellulaire.

(159)

La figure 11 résume les principales fonctions des récepteurs alpha 2 adrénergiques.

Inhibitiondela
libérationdela
noradrénaline
dopamine et
sérotonine

Sédation, crise épileptique
(pro-anti convulsant)

Analgésie

Vasoconstriction
Angiogénese

| Controledela
| noradrénaline
plasmatique

uZ=ny

Controle de I'adrénaline
plasmatique

Agrégation plaquettaire

Figure 11. Vue d'ensemble des divers fonctions spécifiques des sous-typesa2-adrénergiques

dérivées de modeéles de souris. Abréviations: a2-Ag, a2-agonistes; A2AA2B, A2C, sous-typesa2-adrénergiques. (8)
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11.2.2. Localisation des récepteursa2 adrénergiques
a. Localisation périphérique

Les récepteurs a2 du systéme nerveux périphérique peuvent avoir une localisation
présynaptique ou ils régulent la libération de neurotransmetteurs (figure 12) et

postsynaptique sur des cellules effectrices (160)

dopammo

j’l Dopamine
L f-hydroxylase

v
nor-
Adrenergic opinophrine a2

neuron
Feedback inhibition
@ Locomotor activity
nofr- )
epnephnne

Nonadrenergic o= * -
neuron / cel . - 3

Sedation 2 1 8
Anesthetic sparing

Hypothermia

Anaigesia

Figure 12. Représentation schématiquedes fonctionsdes cellules a récepteurs a2-

adrénergiques et des cellules non adrénergiques. En anglais Adrenergic neuron : neurone adrénergique ;
Nonadrenergic neuron/cell : neuron / et cellule non adrénergique ; Sédation, anesthetic sparing, hypothermia, analgesia :
sédation, anesthétique, analgésie ; Locomotor inhibition : inhibition locomotrice ; feedback inhibition : Rétro-inhibition (161)

Les récepteurs a2 peuvent agir sur la synapse noradrénergique en régulant la libération de la
noradrénaline, on parle alors d’autorécepteurs. Ils peuvent également agir sur d’autres
synapses pour inhiber la libération d’autres neurotransmetteurs, on parle alors

d’hétérorécepteurs. (162, 163, 164, 165).

La localisation des récepteurs alpha 2 dans les tissus périphériques a été déterminée soit par
des analyses pharmacologiques étudiant la réponse de ces récepteurs a différents
médiateurs, soit en analysant les liaisons récepteur-ligand marqué par autoradiographie.
Cependant, il faut noter que cette derniére ne peut pas détecter les récepteurs exprimés a
basse densité ou lorsque ils sont présent dans des cellules ayant une faible masse comparant au

tissu analysé (166). Néanmoins, ces études ont confirmé que a2ARs ont une localisation
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périphérique, notamment dans les plaquettes humaines, glande sous-maxillaire, la rate, les
reins, les cellules endothéliales, cellules épithéliales, l'iléon, le canal déférent, veine saphéne,
les adipocytes. (167, 168). Les a2ARs ont également été décrits dans les artérioles coronaires,
(169, 170) les glandes salivaires (163, 171) les artérioles, I'ceil (172, 173), I'estomac (174), et les
cellules du pancréas. (175, 176) Les a2ARs sont également présents dans les cellules

épithéliales du tubule proximal rénal et célon (177, 178, 179)

b. Localisation centrale des récepteurs adrénergiques a2

Une étude réalisée chez 'homme et le rat (180, 181, 182) a permis de déterminer par
autoradiographie les sites de liaison a I'[3H]para-aminoclonidine, un alpha-2 agoniste marqué.
Chez le rat et I’'humain, des récepteurs alpha-2 se trouvent dans les régions impliquées dans la
modulation des fonctions autonomes ou dans lintégration des informations somato-
sensorielles avec des mécanismes autonomes. (183) Ces régions sont également liées par des
connections réciproques et sont composées principalement de neurones adrénergiques. La
complexité de la répartition anatomique des récepteurs alpha-2 au niveau central est a I'image

de la complexité et la variété de I'action des alpha-2 agonistes (180)
11.3. Les récepteurs adrénergiques a2A(a2A ARs)

11.3.1. Structure, fonction et localisation des t2AARs

Les récepteurs alpha-2 A-adrénergiques sont des membres de la superfamille des récepteurs
couplés a la protéine Ga2AAR est codée par le gene (ADRA2A), un géne de petite taille sans

intron situé sur le chromosome 10g24-g26. (ADRA2A: hCG41806) (Figure 13) (184)

Le géne ADRA2A, est hautement homologue aux 2 autres genes adrénergiques (ADRA2B et
ADRAZ2C). Son unique exon est formé de 3876 paire de base (pb) avec un seul cadre ouvert de
lecture (ORF) comportant 1 353 pb, ce géne code une protéine réceptrice de 450 résidus

d'acides aminés avec un poids moléculaire de 48957 Da. (Figure 14). (9, 185)
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Figure 13. Localisation du géene ADRA2A sur le chromosome 10. (186)

Le séquence génétiques codant les sous-types a2 adrénergiques a démontré que a2A et a2D
sont orthologues c’est-a-dire deux séquences génétiques homologues de deux espéces
différentes, et actuellement il est admis que les especes de mammiféres étudiée sont trois
génes a2-adrénergiques : I'un codant pour laa2 A/D-adrénorécepteurs ; un pour la a2B-
adrénorécepteurs ; et l'autre pourlaa2C-adrénorécepteurs (187). a2A AR se trouve chez

I'homme, le porc et le lapin, alors que le a2D AR se trouve chez le rat, la souris et la vache

H,N
..P -COoOn
13 loop Meeaee*”

(186).

Figure 14.Représentation schématique du récepteur adrénergique alpha 2A humain. La figure

illustre la topologie membranaire et les séquences d'acides aminés des premieres, deuxiémes et troisiemes
boucles intracellulaires ainsi que I'extrémité carboxyle de a2A-AR. La boucle de I3 contient quatre résidus serine
adjacentes, désignées par la lettre S sur le schéma, connus pour étre des sites spécifiques de phosphorylation de la

GRK2. (188)

Les récepteur a2A-adrénergiques régulent un grand nombre de fonctions diverses en

comparaissant avec la plupart des récepteurs couplés a la protéine G. (10)

En effet ils sont des régulateurs importants du tonus sympathique par inhibition sympathique
central et périphérique (présynaptique). lls sont également directement impliqués dans
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plusieurs fonctions homéostatiques, y compris la contraction et la relaxation vasculaire des
muscles lisses, le contrble de la vigilance, de I'anxiété et les comportements liés au stress, la
perception de la douleur, I'agrégation plaquettaire, la lipolyse et la libération d'insuline. Des
souris génétiquement modifiées qui ne manifestent pas le géenea2A-AR (ADRA2A) ont un
phénotype hyper-adrénergique aves pression sanguine accrue, accélération de la fréquence
cardiaque, augmentation de la concentration plasmatique de la noradrénaline, et développant

une hypertrophie et insuffisance cardiaque. (189, 190)

En outre, ces souris génétiquement modifiées ne présente pas de réponse a la clonidine (une

a2-AR-agoniste) utilisée pour faire diminuer la pression artérielle. (185, 189)

Les récepteurs Alpha2A sont le sous-type prédominant dans le systéme nerveux central ou ils
modulent le flux sympathique et sont les médiateurs de I'action anti-hypertensive centrale des
a2-AR agonistes clonidine et andmoxonidine (191,192). Les propriétés analgésiques et sédatifs
des agonistesa2-adrénergiques sont principalement attribuées a l'activation des récepteurs
adrénergiques a2A, comme en témoignent les récentes études sur les souris dépourvues de ces

récepteurs adrénergiques. (193, 194, 195, 196).

02AAR fonctionne comme autorécepteurs (présynaptiques) sur les neurones noradrénergiques,
ou ils régulent la sécrétion de la noradrénaline (NA), et comme récepteur post-synaptique sur
les neurones qui recoivent une innervation noradrénergique, ou ils régulent la libération
d'autres neurotransmetteurs (hétérorécepteur). Les a2AARs préjonctionnel régulent la
libération de noradrénaline a partir des nerfs sympathiques grace a la rétro action négative au

niveau des terminaisons nerveuses présynaptiques. (197,198)

02AAR et a2BAR sont phosphorylés par GRK2 (G Protein-Coupled Receptor Kinase 2) par
mécanisme agoniste-dépendant, cette phosphorylation se produit au niveau de 4 serines
adjacentes dans la troisieme boucle intracellulaire du récepteur a2A (188, 199). Des études
antérieures ont révélé que la troisieme boucle intracellulaire a2A-AR interagie avec un certain
nombre de protéines incluant des arrestines (200, 201), des protéines G hétéro trimériques
(202), et des spinophilins (203, 204). En fait, il a été suggéré que la spinophilin avait un effet
antagoniste sur la phosphorylation des a2A-ARGRK2 (150, 205)

L’activation des a2A-AR pourrait étre liée a une bradycardie, une hypotension (206, 207), et

une sédation (193). En revanche, a2B AR contrefait I'hypotension induite par les a2A AR (208)
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Leur activation joue aussi un réle dans la consolidation de la mémoire de travail (209) affecte le
métabolisme des lipides et du glucose (210, 211), la température corporelle (207) I'agrégation
plaquettaire (208)des fonctions cognitivestelles que I'humeur et le comportement (209) et la
concentration des catecholamines plasmatique (210, 211) En réalité le gene ADRA2A est un
élément important dans la régulation de ces marqueurs de base de l'activité sympathique.

(212)

En outre, des études récentes ont démontré que l'activation a2A-AR est étroitement liée a la

réaction inflammatoire. (213)

Les récepteurs alpha 2A exprimés dans les cellules intestinales participent au contréle des
fonctions épithéliales telles que le transport de |'eau et les solutés et la prolifération cellulaire.

(179)

Enfin il s’avére qu’ils sont essentiels pour le développement vasculaire placentaire (214). Les
récepteurs alpha 2A semblent étre prédominant, dans le cortex cérébral (215, 216). lls sont
particulierement abondants dans le locus coeruleus, ou ils agissent comme des autorécepteurs
présynaptiques et somato-dendritique (217). Ceci est s’accorde avec ce qui a été observé pour
I'ARNm, présent en concentration élevée dans le locus coeruleus et dans les régions du tronc
cérébral impliquées dans la régulation de la pression artérielle (218). L'ARNm codant les a2A-
ARa également été identifié dans le mésencéphale, I'hypothalamus, I'amygdale, plusieurs
noyaux du tronc cérébral, I'hippocampe, la moelle épiniére, le cortex cérébral, dans le cervelet

(219) et le septum (220).

Les adrénorécepteurs alpha 2A sont exprimés également dans la rate, les reins, l'aorte, les

poumons, les muscles squelettiques, le coeur et le foie. (Figure 15) (221)
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Figure 15a. Expression deADRA2A dans les tissus humains (intensités normalisées).

(186)
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Figure 15b. Expression deADRA2A dans les tissus humains (intensités normalisées).

(186)
11.3.2. Polymorphisme du gene ADRA2A

Comme il a été mentionné dans les paragraphes précédents, les récepteurs adrénergiques a2A
régulent un trés grands nombre de fonctions physiologiques, comprennent ['inhibition
présynaptique de neurotransmetteur, l'inhibition et la stimulation de postsynaptique des voies

de signalisation du systeme nerveux central, I'inhibition de la lipolyse dans les adipocytes, la
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stimulation de l'agrégation plaquettaire, et I'inhibition de la sécrétion d'insuline a partir de
cellules pancréatiques (10) Des phénotypes a caractére familial et des variabilités ethniques
sont observés dans un certain nombre de maladies associées a des aberrations des réponses
physiologiques précédentes, y compris l'insuffisance cardiaque, I'hypertension, et I'obésité
(149, 222, 223). En outre, il existe une vaste variabilité interindividuelle vis-a-vis du degré du
risque, de la progression et la réponse au traitement dans ces maladies complexes (224) Ces
observations suggérent |'implication de polymorphismes affectant la transduction du signal
adrénergique et de ce fait pourrait étre responsable de modifier la susceptibilité aux maladies.
En suivant ces hypotheses Kersten M. Small et son équipe ont réalisé une étude détaillée dont
le but est l'identification des divers polymorphismes, I’haplotype associé, et I'impact sur

I’expression du géne ADRA2A chez différent groupes ethniques (225).

L'étude est basée sur le reséquencage de la totalité du gene ADRA2A a partir d’ADN
appartenant a plusieurs groupes ethniques. 16 SNPs distribués dans 17 haplotypes différents et
regroupés en deux clades phylogénétiques ont été identifiés. Les figures 16, 17 et les tables

(5,6) suivants résument ces résultats.
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Figure 16. Organisation et localisation des polymorphismes du géne ADRA2A humain.
Indiquées : le promoteur 5’UTR, région codante, 3'UTR, et la position de nucleotidique du polymorphisme. +1 est
I'adénine de la méthionine d’initiation. * : codage Synonyme. (225)

Le premier nucléotide de I'ORF est numéroté nucléotide 1 (qui correspond au nucléotide 2524
de la séquence de référence) avec I'extrémité 5’UTR commencgant par le nucléotide 1 et
continuant dans la direction opposée (négative). Les polymorphismes identifiés par
reséquencage correspondent a une simple substitution nucléotidique. Au total, il y avait
16SNP: cinq dans le promoteur, trois dans I'extrémité 5'UTR, quatre dans la région codante et

guatre dans I'extrémité 3'UTR. Le SNP en position 753a été décrit précédemment. C'est la
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substitution Asn 251 Lys situé dans la troisieme boucle intracellulaire de la a2A-AR. Le Lys251
confere une inhibition accrue de I'adenylyl cyclase en favorisant significativement Ia liaison

d’agoniste a la protéine G;(212)

1780
1802

2372

SNP position

Figure 17.Fréquences des polymorphismes ADRA2A selon les variations ethniques.
La position des polymorphismes et les fréquences sont représentées sur les x et vy, respectivement, stratifiées par
groupe ethnique (axe z). CA, Caucasiens ; Afro-américain; AS, Asiatique. (225)

Il'y’a 10 SNPs cosmopolites, étant présent dans les trois groupes ethniques, seulement il existe
des différences significatives dans les fréquences alléliques (facilement visualisés par position et

groupe ethnique dans la figure 17.

Les SNPs en positions -2210et -1297 étaient 3 fois plus fréquent chez les Caucasiens par rapport
aux deux autres groupes. En effet, chez les Caucasiens. Les alleles T et C présents
respectivement dans ces deux positions, sont de loin I'allele dominant, alors que dans les deux
autres groupes ils représentent les alleles mineurs a des fréquences allant de 0,29 a 0,18. De
méme, les SNPs -727, 1 093, 1780, et 2 372 sont plus fréquents chez les Asiatiques, avec le A a
la position 1780 étant I'allele dominant, seulement dans ce groupe ethnique. Le SNP 1,093 est
approximativement 20 fois plus fréquent chez les Asiatiques que chez les Caucasiens ainsi que

le 1780 qui est 2 a 3 fois plus fréquent dans chez les Asiatiques, par rapport aux Caucasiens et

44



A Afro-Américains. Cing SNPs (-2014, -1903,- 1607,753 et 849) sont présent exclusivement chez

les Afro-Américains. (Table 6)

Table 6. Polymorphisme du géne ADRA2A humain. (225)

Minor allele frequency, %
Position Base* CA (n = 80) AA (n = BO) AS (n = 40)
-2210 T/A Fa 18 20
-2014 c/T 0 3 0
—1903 G/C 0 5 0
—1808 G/T 3 14 13
- 1607 C/G 0 5 0
—-1297 C/G 7 29 20
=727 C/G 1 5 23
—-262 G/ A 6.3 29 13
753 C/G 0 5 0
828 c/T 0 0 2.5
849 C/G 0 1 0
1093 C/A 1.3 88 38
1569 C/A 6.3 29 13
1780 G/A 23 28 68
1802 C/A 3 14 13
2372 AJG 3 10 38

La position du polymorphisme est représentée en se basant sur le fait que I’adénine= +1. ; n : nombre de
chromosomes génotypés. CA, caucasien; AA, afro-américaine; AS, Asiatique. *La premiéere base de la paire allélique
est la plus fréquente dans la population totale.

» Les polymorphismes du géne ADRA2A sont organisés en multiples haplotypes

distincts.

Les 16 SNPs du géne ADRA2A sont présent dans 17 haplotypes avec des fréquences alléliques
>1% dans au moins un groupe. Le tableau 6 montre les fréquences de ces haplotypes stratifiées
par groupe ethnique. Il existe cing haplotypes cosmopolites [2, 4, 9, 13 et 16], huit haplotypes
spécifiques aux Afro-Américains, et deux Haplotypes spécifiques aux Asiatiques. Les Afro-
Américains comportent la plus grande variation haplotypique, avec 15 des 17 haplotypes
possibles représentés. Ces haplotypes ont des fréquences allant de =1 a 16%. En revanche, les
Caucasiens et les Asiatiques exposent moins de variation haplotypique. Sept haplotypes
différents sont présents chez les Caucasiens, avec I'haplotype 16 étant majoritaire (=70%) et le
reste, présente des fréquences situées entre =1 et 11%. Chez les Asiatiques, les haplotypes 4,
9, et 16 sont présents a des fréquences comprises entre 20% et 35%, quant aux haplotypes 2,
6, et 13 ils sont moins fréquents (fréquence comprise entre =2% et 8%).1l faut noter que le

groupe formé par les haplotypes 1, 3, 5, 7, 8, 10, 11, 14 et 15 représentent 48% des Afro-
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Américains par rapport a 5% des Caucasiens. Le polymorphisme a la position 753 est présent

seulement dans I'haplotype 11.

Table 7. Haplotype du géne ADRA2A. (225)

Promoter region 5 UTR Coding region 3" UTR Frequency, %
Haplotype =2210 -2014 -1903 -1808 -1607 =-1297 =727 -262 753 828 849 1093 1569 1780 1802 2372 CA AA AS
1 T C G G C G C G c ¢ ¢ ¢ C G C A 0 11.25 0
2 T C G G C G C G c ¢ ¢ ¢ C A C A 10 15 75
3 T C G G C G C G c ¢ ¢ ¢ A G C A 0 1.25
- T C G G C G C G c C C A C A C G 125 875 35
5 T C G G C G C G c ¢ 6 ¢ C A C A 0 1.25
6 T C G G C G C G cC 17T C A C A C G 0 0 2.5
7 T C G G C G C A c ¢ ¢ ¢ C G C A 0 125 0
] T C G G C G C A c ¢ ¢ ¢ A G C A 3751375 0
9 T C G G C G G G c ¢ ¢ ¢ C A C A M25 5 225
10 T C G G C C C G c ¢ ¢ ¢ C G C A 0 625 0
n T C G G C C C G G ¢ € ¢ C G C A 0 5
12 T C G T C G C A c ¢ ¢ ¢ C G A A 0 0
13 T C G T C G C A c ¢ ¢ ¢ A G A A 25 1375 75
14 T C C G G G C G c ¢ ¢ ¢ C A C A 0 5 0
15 T T G G C G C G c ¢ ¢ ¢ C G C A 0 25 0
16 A C G G C C C G c ¢ ¢ ¢ C G C A 70 16.25 20
17 A C G G C C C G c ¢ ¢ cC C G C G 125 125 0
CA, Caucasian; AA, African American; AS, Asian.

Une autre étude a identifié une délétion au sein des récepteurs a2A (226). Cette délétion est
située dans le troisieme domaine cytoplasmique du récepteur a2A-adrénergique, c’est
I’élimination des acides aminés 255260 (Pro-Glu-Arg-Ser-Ala-Gly). Il n’est pas connu si ces

délétions ont un impact sur la fonction du récepteur.
11.3.3. Maladies qui ont été associées aux récepteurs adrénergiques a2A

Les récepteurs adrénergiques sont la cible de nombreux médicaments traitant diverses
maladies et certains parameétres physiologiques tels que I'hypertension artérielle, I'insuffisance
cardiaque, les maladies psychiatriques et neurologiques, |I'asthme, la dépression, le glaucome,
et la douleur (165, 227). Dans ce qui suit, on donnera I'exemple de certaines maladies liées aux

récepteurs adrénergiques
a. Le syndrome de l'intestin irritable (Sll)« Irritable Bowel Syndrome»

Le syndrome de l'intestin irritable est un trouble gastro-intestinal fréquent, associé a une
altération des fonctions gastro-intestinales, et une sensibilité viscérale (228). Les symptomes
cliniques comprennent des douleurs abdominales, un inconfort, des ballonnements, diarrhée
ou constipation et une alternance entre diarrhée et constipation. Le Sll affecte environ15% de
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la population adulte (229, 230). Il a été démontré que des agents adrénergiques modifient la
fonction motrice et sensorielle du tractus gastro-intestinal humain (231, 232). Ces résultats ont
menés a l'identification d’une association significative entre le polymorphisme a2A-1291 C > G
et le Sll faisant en sorte que le géne ADRA2A soit un candidat potentiel impliqué dans la

physiopathologie du Sll. (197)

b. Syndrome des lésions pulmonaires aigués et le syndrome du stresse respiratoire aigué

Le syndrome des |ésions pulmonaires aigué (ALl : acute lung injury) et le syndrome du stresse
respiratoire aigué (SDRA : pour acute respiratory distress syndrome) sont des troubles
complexes dus a une sévere réponse inflammatoire dans les poumons avec un taux de
mortalité trés élevé. lls sont caractérisés par l'accumulation des neutrophiles, un cedéme
interstitiel, la perturbation de I'intégrité des cellules épithéliales, et la fuite de protéines dans
I'espace alvéolaire et des altérations graves des échanges gazeux. (233) Malgré les progrés

récents en soins intensifs, la mortalité reste trés élevée de 36,2% a 44% des cas. (234)

Des études ont démontré que la sur-activation du récepteur adrénergique a2A-AR sur les
cellules inflammatoires pourrait étre impliquée dans le processus de ces deux syndromes et
gu’ils sont étroitement liés a la réponse inflammatoire (235,236). Il a été rapporté aussi que
I'utilisation d’antagonistes de ces récepteurs tel que la Yohimbine avait des effets

thérapeutiques tres significatifs. (213)

c. Trouble déficitaire de I'attention avec hyperactivité

Le trouble déficitaire de I'attention avec hyperactivité (TDAH) est caractérisé par une triade de
symptomes : linattention, I'hyperactivité et I'impulsivité. (237) Ce dysfonctionnement est
fortement héritable et touche de 3 a 5% des enfants d’age scolaire. (238, 239) Plusieurs études
ont démontrées I'association d’un SNP (-1291 C->G) du gene ADRA2A avec le trouble
déficitaire de I'attention avec hyperactivité. (240,241, 242, 243, 244, 245)

d. La schizophrénie

La schizophrénie est un trouble mental sévere et chronique appartenant a la classe des troubles
psychotiques. Ce trouble apparait généralement au début de |'dge adulte et affecte environ

0.85 % de la population. (246) Comme les autres psychoses, la schizophrénie se manifeste par
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|
une perte de contact avec la réalité. Les symptémes les plus fréquents en sont une altération

du processus sensoriel (hallucination) et du fonctionnement de la pensée (délire). (247)

En 2012, une étude publiée dans le Journal «Psychiatry Research» menée sur plusieurs genes y
compris ADRA2A, a identifiée une relation entre le gene ADRA2A et le risque de schizophrénie.

(248)

e. Hypertension artérielle, dépression et suicide

L’hypertension artérielle résulte rarement de la transmission d’'un géne anormal chez ’lhomme.
Cette maladie est habituellement provoquée par un certain nombre de traits indépendamment
hérités, codés chacun par un géne individuel et qui, une fois combinés contribuent a la
résistance vasculaire. En outre, I’environnement peut affecter I'expression de ces traits hérités.
En raison de la difficulté d’identification du réle de ces génes et de I'environnement dans le
développement de |'hypertension artérielle, les investigateurs étudient souvent « des
phénotypes intermédiaires » Ces traits séparés résultent de I’expression biochimique et
physiologique des mutations dans les genes dont seuls les produits n’alterent pas la tension
artérielle, mais une fois combinés a d’autres forces environnementales ou épistatiques, avec le

temps, conduisent a une tension artérielle élevée. (249)

L'augmentation de la tension artérielle en réponse a un certain nombre de parametres
physiologiques et psychologiques a été rapportée non seulement chez des animaux de
laboratoires et les patients présentant de I'hypertension mais également chez les individus en
bonne santé qui ont des antécédents familiaux, par conséquent il existe des preuves d’'une

prédisposition génétique a I’hypertension. (250, 251, 252, 253).

D’une autre part, il existe une évidence que les a,-Ars du systeme nerveux central affectent les
voies sympathiques du tonus au niveau du cceur et les vaisseaux sanguins. La clonidine, un
agoniste a,-Ars, cause une hypotension et une bradycardie une fois administré directement
dans les ventricules cérébraux, et réciproquement |'administration de la yohimbine,
antagoniste a,-Ars, augmente la tension artérielle, la fréquence cardiaque et I'activité

sympathique in vitro. (254, 255).

La dépression est une maladie chronique qui affecte jusqu’a 20% de la population dans le
monde entier (256). Bien que l'origine physiopathologique de cette maladie demeure peu
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claire, ’hypothése monaminergique de la dépression suggére que cette derniére soit associée a
une insuffisance des monoamines du cerveau telle que le 5- hydroxytryptamine, (5-HT), et la
noradrénaline (NA) (257). Ainsi, les antidépresseurs actuellement utilisés exercent leur effet en
augmentant la disponibilité de ces monoamines. Proposé il y'a 30 ans, I'hypothese des
catécholamines dans la dépression suggére que, cette derniére est associée a une réduction
des fonctions noradrénergiques au niveau d’importants récepteurs adrénergiques dans le
cerveau (258, 259). En conséquence, on a pensé que |'effet inhibiteur presynaptique des
récepteurs alpha 2 adrénergiques peut expliquer la diminution de la neurotransmission des
catécholamines (260). Récemment, I'hypothése originale de I'épuisement des catécholamines
dans la dépression majeure a été reformulée dans «l'hypothése de déreglement" de la
dépression, qui met |'accent sur une hypo sensibilité primaire ou régulation négative au niveau

du nerf terminal des récepteurs a2- Ars (261).

Caroline Muguruza et al., ont caractérisé trois nouveaux dérivés aromatiques synthétique de
guanidine et 2-aminoimidazoline (8b, 17bet20b) comme antagonistes a2-adrénergiques qui
sont en mesure d'augmenter la concentration extracellulaire de la noradrénaline dans le
cerveau de rat. Ces résultats suggérent que ces nouveaux antagonistes a2-adrénergiques

synthétisés peuvent étre utilisés comme antidépresseurs potentiels. (260)

D’un autre coté, la dépression majeure est associée a la régulation positive des récepteurs a2A
adrénergiques dans le tissu cérébral et les plaquettes sanguines. Le réglement homologue de
ces récepteurs par des kinases de récepteurs couplées aux protéines G (GRK) pourrait jouer un

réle important dans la pathogenese et le traitement de la dépression. (262)

En effet, ces suggestions ont été renforcées par les résultats des études menées par Michael
Maes et al. qui ont trouvé que la dépression majeure est accompagnée par une diminution de

la densité des plaquettes a2-AR (263)

Les enquétes menées sur la densité des a2AAR dans le trouble dépressif majeur MDD (Major
depressive disorder) ont révélé des résultats contradictoires dans la littérature. Alors que
certaines études ont mis en évidence une augmentation dans cette densité a2AAR dans le MDD
en comparaison avec les témoins (264, 265, 266, 267, 268, 269, 270, 271, 272, 273, 274, 275,
276, 277) d’autres en revanche ont démontré des résultats contradictoires (278, 279, 280, 281,
282,283, 284, 285, 286, 287, 288, 289,290)
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Le suicide est un probléme de santé publique important qui est considéré comme le résultat de
I'interaction de différents facteurs de susceptibilité. Des modifications dans le systéeme
noradrénergique ont été observées dans des études du cerveau post-mortem des victimes de
suicide par rapport aux témoins. lls suggerent que la variation au niveau du gene du récepteur

adrénergique A2a peut jouer un role dans un petit nombre de cas de suicide. (291)

En effet, la grande majorité des études de neurorécepteurs biochimiques dans le suicide ont
porté sur les modifications du cerveau post-mortem R-adrénergiques (292, 24, 293, 294), al/a2-

adrénergiques (264, 293, 295, 296) ou les récepteurs de la sérotonine (292, 293, 297, 298, 299)

Des tendances suicidaires ont été également associées a rs11195419, un SNP dans le géne du

récepteur alpha2A-adrénergiques (ADRA2A) (300).
f. Obésité et syndrome métabolique

L'obésité est reconnue comme maladie chronique en 1997 par I'OMS. Cette organisation définit
« le surpoids et I'obésité comme une accumulation anormale ou excessive de graisse corporelle
qui peut nuire a la santé ». Cette prise de poids indésirable résulte le plus souvent d’un exces
d’apport et/ou d’'une diminution des dépenses énergétiques (301). Le principal indicateur de
mesure utilisé est l'indice de masse corporelle (IMC). Pour les adultes, l'indice de masse
corporelle est égal a la masse (exprimée en kilogrammes) divisée par le carré de la taille de la

personne (en métre) :

Masse

IMC =
Taille *

Un IMC entre 18,5 et 25 est considéré comme normal chez un adulte.
Entre 25 a 30, on parle de surpoids (surcharge pondérale).

Au-dela de 30, on parle d'obésité.

YV V V V

De 35 a 40, on parle d'obésité sévere et, au-dela de 40, d'obésité morbide.

On peut aussi déterminer l'adiposité d'un individu en mesurant simplement le tour de taille ou
en calculant le ratio tour de taille/tour de hanches (302, 303). Ici aussi, la mesure ne permet pas
de caractériser avec précision la localisation des dépots adipeux mais renseigne plutot sur un
développement anormal du tissu adipeux. Il est bien admis que I'obésité conduit généralement
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mais pas dans tout les cas a des altérations métaboliques, y compris I'hyper insulinémie et la
résistance a l'insuline (21), qui peut conduire au développement de diabete de type 2, de
maladies cardiovasculaires et certaines formes de cancer (304, 305). Bien que rare, |'obésité
peut étre causées par des mutations de genes uniques. Cependant, la plus grande proportion
de l'obésité est due a des variantes de genes multiples qui interagissent avec des facteurs de
I'environnement en particulier I'alimentation (306, 307). Rappelons que l'activation des
récepteurs B-adrénergiques (ADRBs) exprimée dans les adipocytes stimule la lipolyse (304, 308,
309) alors que I'activation des récepteurs a2 adrénergiques (ADRA2) inhibe la lipolyse. Figure

18. (310)
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Figure 18. Controéle de la lipolyse adipocytaire.

AC : adénylyl cyclase ; GC : guanélylyl cyclase ; AG : acides gras ; LHS : lipase hormono sensible ; ATGL : triglycéride lipase
adipocytaire ; MGL : monoglycéride lipase ; PKA, PKB et PKG : protéines kinases A, B et G ; PDE-3B phosphodiestérase-3B ; PI3-

K : posphatidyl inositol 3-kinase ; IRS : insulin receptor substrate. (311)

D’un autre c6té, les 20 derniéres années ont été marquées par l'apparition d'un concept
nouveau appelé syndrome métabolique. Cette condition est caractérisée par un ensemble de
facteurs de risque de développer une maladie cardiovasculaire et/ou un diabéte de type 2,
incluant l'obésité abdominale, les dyslipidémies athérogénes, I'hypertension artérielle et
I'insulino résistance. D'autres anomalies peuvent également étre présentes, notamment un

état pro-inflammatoire ou encore un état pro-thrombotique, une dysfonction endothéliale, une
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microalbuminurie, une stéatose hépatique ou un stress oxydatif élevé (312, 313) Associé a un
risque accru de diabéte et de maladies cardiovasculaires, le syndrome métabolique est
désormais considéré comme I'un des plus importants problémes de santé publique de notre
époque. Bien que multifactorielle, les causes les plus souvent évoquées pour expliquer
I’émergence de I'obésité/syndrome métabolique sont une prédisposition génétique associée a
un mode de vie « inadapté », ou les erreurs alimentaires occupent une place majeure, et ou

I'inactivité physique s’inscrit dans nos habitudes journalieres.

Plusieurs études ont montré la relation entre le gene ADRA2A et 'obésité et/ou le syndrome

métabolique :

» JohnJ. Lima et al (2007) ont identifiées que des interactions entre le polymorphisme
C-1291G (rs1800544) du gene ADRA2A et le polymorphisme GIn27->Glu du gene
ADRB2, avaient une forte relation avec I'obésité chez des Afro-Américains. Il existe
aussi une relation entre obésité et I'interaction du polymorphisme (ADRA2A) C-1291G
avec le géne R, adrénergique (ADBR1) chez des sujets de race blanche. Enfin il a été
démontré que les polymorphismes des génes adrénergiques pouvaient étre des loci
important de susceptibilité a I'obésité et aux altérations métaboliques. (314)

» Ukkola O et al 2001, dans une étude québécoise ont mis en évidence la relation d’un
variant du géne ADRA2A le « Dral »(qui correspond au SNP rs553668) et I'accumulation

de graisse abdominal. (315)

Il faut noter que la susceptibilité génétique du géne ADRA2A avec l'obésité a seulement été

étudiée dans un nombre limité de personnes.
g. Diabétes de type 2

Le diabete est défini par I’Association Américaine du Diabéte (ADA pour American
Diabetes Association) comme étant « un groupe de maladies métaboliques caractérisé par une
hyperglycémie résultant de dysfonctionnements de la sécrétion d’insuline par les cellules beta
pancréatiques, dans I'action de l'insuline ou des deux. L’hyperglycémie chronique s’associe a
long terme a des dommages touchant divers organes incluant plus particulierement les yeux,

les reins, les nerfs, le coeur et les vaisseaux sanguins » (316).
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Le DT2 (diabéte non insulino-dépendant) est une pathologie complexe et multifactorielle (317,
318).0n parle aussi de maladie polygénique : la survenue d’'un DT2 commun (autour de I'age de
65 ans en moyenne) dépend d’une forte composante environnementale (incarnée par une
inactivité physique, une nourriture riche en graisse, le vieillissement, des événements durant la
vie foetale et a la naissance...) interagissant avec un large spectre de variants génétiques situés
dans des loci de susceptibilité au DT2 incluant ou non des génes. Les contributions relatives des
variants génétiques et de I’environnement différent considérablement d’un individu a un autre
méme s’ils ont des phénotypes cliniques trés similaires (318). Quoiqu’il en soit, I'obésité reste le
facteur de risque principal du DT2. Environ 70% des individus atteints de DT2 sont
manifestement obéses au moment du diagnostic, avec le plus souvent une accumulation de
graisse au sein et autour de la cavité abdominale. Mais il est important de noter que plus de
50% des personnes obéses ne sont pas atteintes de diabéte et qu’un nombre non négligeable
de personnes atteintes de DT2 a un indice de masse corporelle (IMC) tout a fait normal. Ainsi

un DT2 ne peut étre seulement expliqué par I'obésité (318).

Plusieurs facteurs hormonaux et nerveux controlent la sécrétion de I'insuline (figure 19) et la

stimulation de la libération d'insuline par le glucose implique :

» Pénétration du glucose dans la cellule b par I'intermédiaire d’un transporteur spécifique
(isoforme GLUT-2 chez les rongeurs et GLUT-1 chez ’lhomme).

» Le glucose est phosphorylé en glucose-6-phosphate par la glucokinase (considérée, par
certains auteurs, comme le « détecteur du glucose » ou glucose sensor).

» Une fois phosphorylé, le glucose est utilisé principalement par la voie de la glycolyse et
de la respiration oxydative.

» Le métabolisme du glucose dans la cellule b est a I'origine d’une production accrue de
protons, d’équivalents réduits (NADH, NADPH, glutathion réduit)
et surtout d’intermédiaires phosphorylés a haute énergie (ATP).

» La génération d’ATP conduit a linactivation des canaux K+/ATP, entrainant une
dépolarisation membranaire et |'ouverture de canaux Ca2+voltage—dépendants,
aboutissant finalement a I'augmentation massive de la concentration cytosolique de
CaZ+.

» Stimulation de I'exocytose des grains de sécrétion d’insuline. (319)

53



L’'activation des récepteurs a2a adrénergiques conduit a I'effet inverse, c’est-a-dire I'inhibition
de la sécrétion d’insuline. En effet ces récepteurs exprimés dans les cellules béta pancréatiques,
provoque une polarisation provenant essentiellement du courant sortant d’ions K', en

particulier, du canal K* dit canal dépendant de I’ATP. (319)

IL a été démontré que la surexpression du gene ADRA2A contribue a une a hyperglycémie. (17,

272)
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Figure 19. Principaux facteurs humoraux et nerveux de contrdle de la sécrétion d’insuline.
PACAP : pituitary adenylate cyclase activating polypeptide ; VIP : vasoactive intestinal peptide ; GRP :
gastrin releasing peptide ; GIP : gastric inhibitory polypeptide ; GLP-1 : glucagon like peptide-1 ; CCK :
cholécystokinine ; NPY : neuro peptide Y. (321)

La relation entre ADRA2A et le diabete de type 2 a été observée dans plusieurs études y
compris sur des modeéles murins de cellules béta pancréatiques, surexprimant des récepteurs
a2 adrénergiques et qui présentent une intolérance au glucose (320) , tandis que des souris
génétiquement modifiées pour ne plus exprimer ces récepteur amélioraient le mécanisme de
sécrétion d’insuline (322) prouvant que le gene ADRA2A est un gene candidat pour le diabete

de type 2. (17)
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Traduisant ces résultats en études sur des populations humaines Rosengrenet al.ont prouvé
I’association du polymorphisme (rs553668) du géne ADRA2A avec une sécrétion modérée

d’insuline et un risque tres élevé de DT2, (17, 18, 323)

Ces résultats étaient renforcés par ceux observés chez une population suédoise de 1177
individus. Cette étude cas-témoins comprenait un génotypage qui a été effectué sur des sujets
minces et obéses ayant une tolérance normale au glucose (NGT) et des sujets diabétiques DT2.
L’expression de I'ARNm du gene ADRA2A été mesurée dans des ilots pancréatiques isolés de
ces individus ol I'association de rs553668 a l'obésité et au diabéte de type 2 a pu étre

démontrée. (324)

Un autre polymorphisme du géne ADRA2A, le rs10885122, est associé avec une diminution de
la sécrétion d’insuline en réponse au glucose, et une grave hyperglycémie a jeun. (325, 326,

327)
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lll. Objectifs du travail de thése
lll.1. Contexte de la thése

Le cancer du sein est le cancer le plus fréquent cancer chez la femme (328, 329). Sa prise en
charge thérapeutique est orientée par une classification classique clinique et
anatomopathologique (TNM). Cependant, I'existence d'une divergence pronostic et d'une
différence dans la réponse au méme traitement chez des patientes appartenant au méme
groupe a montré la nécessité de nouveaux marqueurs pronostiques. Les plus utilisés
actuellement sont des marqueurs moléculaires: récepteurs hormonaux a l'estradiol (RE) et a
la progestérone (RP) (330) ou récepteur HER2 (69, 331) ou bien des marqueurs génétiques
comme les mutations des génes BRCA1 et BRCA2 (332). Certains de ces marqueurs
permettent non seulement de se prononcer sur le pronostic (288, 289) mais aussi d'utiliser
des traitements adjuvants ciblés (traitement anti-hormonal) (333, 334) ou anticorps anti-
HER2 (334). Cependant, ces marqueurs ne sont pas toujours fiables. Ceci s'expliquerait par le
fait que le cancer du sein soit une maladie multifactorielle. La recherche de nouveaux
margueurs pronostiques reste donc indispensable.

Le récepteur adrénergique alpha2A participe classiquement a la régulation des systémes

cardiovasculaires et respiratoires. Actuellement, de plus en plus de données nous ont permis de

penser a un éventuel role de ce récepteur dans le cancer du sein: des liens indirectes existent
entre, d'une part, ce récepteur avec le cancer du sein, I'obésité ou le diabete de type 2, et

d'autre part, entre le cancer du sein et I'obésité ou le diabete de type 2.

Il est donc justifié de rechercher une association entre des SNP fonctionnels du gene ADRA2A

et le cancer du sein.

Des liens indirects existent entre le cancer du sein, le récepteur adrénergique alpha2A
(ADRA2A) et un ensemble de troubles métaboliques (diabéte, insulino-résistance et obésité).

Ainsi, ADRA2A a été retrouvé sur des lignées de cellules cancéreuses du sein, et son activation
augmente la prolifération de ces cellules (23). De plus, il participe a I'effet mitogéne des
catécholestrogenes (métabolites des oestrogenes) sur ces mémes lignées (26) d'un modele
murin de tumeurs mammaires a montré que les agonistes d'ADRA2A entrainent une

augmentation de la taille tumorale, contrairement a ses antagonistes (25).
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D'un autre coté, le polymorphisme d'un SNP (G1780A (3’UT, rs553668)) du gene ADRA2A chez
['Homme a été associé avec I'obésité (12). Et plus récemment, ADRA2A a été impliqué dans la
physiopathologie du diabéte type 2 (17) : dans un modele de rats diabétiques ayant une faible
sécrétion d'insuline, le géne ADRA2A est significativement surexprimé et les antagonistes du
récepteur ADRA2A permettent d'augmenter la sécrétion d'insuline. L'étude du
polymorphisme de 19 SNPs du géne ADRA2A chez I'Homme a montré I'association du SNP
rs553668 avec une diminution de la sécrétion d'insuline et un haut risque de développer un

diabete de type 2.

Plusieurs autres études ont montré un lien entre, d'un coté, le cancer du sein et, d'un autre
cOté, I'obésité, le diabéte ou la résistance a l'insuline. Les mécanismes moléculaires impliqués
comprennent l'insuline, le récepteur de I'lGF, mTOR et I'AMPK. Ceci a conduit a des essais
cliniques portant sur plusieurs thérapies ciblées dont la Metfromine, un ancien traitement du

diabete de type 2 (335).

Toutes ces données nous ont laissés penser a une éventuelle association entre un
polymorphisme du gene ADRA2A et le cancer du sein. Et comme on peut le constater, le lien
entre le cancer du sein et I'ADRA2a n'a été exploré que sur des lignées cellulaires ou chez des
souris. La présente étude portant sur cette éventuelle association sera donc la premiére étude

a étre réalisée chez I'Homme.

Le choix des SNP a étudier a été basé sur leur implication fonctionnelle. Le gene ADRA2A est un

géne dépourvu d'introns localisé sur le chromosome 10g24-q26 (336, 337).

Le SNP C-1291G (rs1800544) est localisé sur le promoteur de ce gene, il serait donc fortement
sujet a modifier I'expression de ce dernier. Il a été associé avec |'absence d'inhibition de la
sécrétion de cortisol salivaire en réponse a la dexaméthasone ainsi qu'avec I'hyperglycémie a
jeun (338)

D'un autre c6té, cet SNP a été significativement associé a la susceptibilité au suicide chez les
femmes japonaises (339).

Quant au SNP G1780A (rs553668), il est localisé sur la partie 3'UTR du géne ADRA2A. Il a été
significativement associé a la réponse adrénergique au stress chez les sujets sains (340), a la
diminution du volume gastrique post-prandial, un composant du phénotype intermédiaire de
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la satiété et de |'obésité (341), a I'obésité (342) a une diminution de la sécrétion d'insuline et
un haut risque de développer un diabéte de type 2 (17) ainsi qu'au déficit de I'attention avec

hyperactivité chez I'enfant (120)

Toutes ces données sont autant de preuves du caractére fonctionnel des deux SNP choisis pour

faire cette étude.
l11.2.0bjectifs du travail de théese

Elaboration d'une étude épidémiologique de type cas-témoin comparant les génotypes de
femmes atteintes de cancer du sein et de femmes saines afin de rechercher une éventuelle
association des SNP étudiés avec la survenue de la maladie: Recherche de marqueur de
susceptibilité au cancer du sein. L'étude vise de plus, I’établissement d'une étude statistique
étudiant le lien éventuel des marqueurs classiques de gravité de la maladie avec les génotypes

retrouvés: Recherche de marqueur pronostique du cancer du sein.
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CHAPITRE Il. PARTIE EXPERIMENTALE

l. Sujets, matériels et méthodes

1. Sujets et matériels

1.1. Patientes et témoins

Cette étude, a porté sur une série de 102 femmes saines et 102 femmes algériennes atteintes
de cancer du sein diagnostiqué au Centre Anti-Cancer de Batna entre septembre 2012 et juin
2014. La majorité des femmes saines ont été recrutées au niveau du centre de transfusion

sanguine de Batna.

Tous les cas étudiés dans ce travail (patientes et témoins) ont été choisies de la méme
population (Wilaya de Batna). Un consentement écrit et éclairé a été demandé a chacune
d'entre elles, afin de prendre toutes les précautions nécessaires pour protéger les informations
personnelles et médicales de ces participantes. Ces précautions ont été prises en fonction des
principes cités dans I'Association médicale mondiale de Déclaration de Helsinki en 1964 et de
ses modifications ultérieures.

Le protocole suivant a été appliqué:

1.2. Critéres d'inclusion:

1.2.1. Les patientes (les cas):

» Patientes suivies au niveau Centre Anti-Cancer (CAC) de Batna.

» Diagnostiquées pour un cancer du sein selon les données anatomopathologiques
ou cytopathologiques.

» Elles constituent des cas prévalent de la maladie (anciens et nouveaux).

» Age:de 18 a 75 ans.

1.2.2. Les témoins:

» Les femmes témoins sont recrutées parmi des donneuses de sang saines

» Elles ne sont pas apparentées entre elles ni avec les malades.

» Elles ne présentent pas d'histoire personnelle ou familiale de cancer de
n'importe quel type.

» Elles sont appariées aux patientes par |'age et 'origine géographique.
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1.3. Criteres d'exclusion
Sont exclues de I'étude,
- les témoins apparentées entre elles ou avec et les patientes.
- Les patientes apparentées entre elles ou avec et les témoins.
- Les patientes ayant :
» Un cancer de n'importe quelle autre nature
» Une altération de l'une des fonctions:
= cardiaque (fraction d'éjection < 50%, coronaropathie (ECG avec signes
d'ischémie et/ou crises d'angor), troubles du rythme cardiaque (ECG)),
= respiratoire (dyspnée de repos, fibrose pulmonaire a la radio du thorax),
= rénale (créatinine < 12 mg/dl)
= ou hépatique (TGO/TGP > 100 Ul/I et/ou bilirubine > 2 mg/dl).
» Des métastases cérébrales.
Ces critéres sont nécessaires surtout pour garantir une absence d'interférence avec l'atteinte

du pronostic vital due au cancer du sein.

1.4. Le nombre de sujets nécessaire (NSN)
Le NSN a été estimé a 218 (109 cas et 109 témoins). Il a été calculé grace au logiciel dédié aux
études d'épidémiologie-génétique: Quanto'version 1.2.4, May 2009. Cependant, et pour des

raisons de qualité d’ADN extrait, I'étude s’est portée sur une série de 102 cas et 102 témoins.

1.5. Données anatomopathologiques et immuno-histochimiques

Les données concernant I'age des patientes, le statut ménopausique ont été obtenues par
interrogatoire des malades, quant aux caractéristiques anatomo-cliniques: taille de la tumeur,
les métastases ganglionnaires et

de Scraff, Bloom et Richardson (SBR) au moment du diagnostic, I'expression des récepteurs de
I'estradiol (RE), de la progestérone (RP) et le statut du gene HER2 ; ils sont obtenus du dossier
médical des patientes (Table8). Nous avons utilisé ces données pour classer les patients en
guatre sous-types moléculaires: luminale-A, B-luminale, Her-2, et basal-like selon Perou et al.
(120)

L'index pronostique de Nottingham (NPI) a été calculé selon Todd et al. (343) Puis les patientes

ont été séparées en trois groupes pronostiques: groupe de bon pronostic GPG (pour Good
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Prognostic Group : NPI<3,4), groupe de pronostic Modéré MPG (3,4 <NPI <5,4) et le groupe de

mauvais pronostic PPG (pour Poor Prognostic Group : NPI>5.4) (Table8).

Table 8. Caractéristiques clinico-anatomiques et moléculaire des patientes atteintes de

cancer du sein

Parameétres Patients | Parameétres Patients

Age, n (%) Statut ER, n (%)

<40 ans 21 (19) | Positif 59 (55)

> 40 ans 87 (81) | Négatif 44 (41)
inconnu 5(5)

Statut Ménopausique, n (%) Statut PR, n (%)

pré ménopausique 59 (55) | Positive 54 (50)

post ménopausique 49 (45) | Négatif 47 (44)
inconnu 7 (6)

Taille de la tumeur (cm), n (%)

<2 11 (10) | statut HER2, n (%)

2to5 66 (62) | positif 33 (31)

>5 20 (19) Négatif 69 (64)

inconnu 10(9) | inconnu 6 (6)
Sous-type moléculaire, n (%)

Statut ganglionnaire, n (%) Luminal-A 45 (42)

Positive 55(51) | Luminal-B 18 (17)

Négatif 43 (40) | HER2 15 (14)

inconnu 10(9) | Basal-like 23 (21)
inconnu 7 (6)

Stage TNM, n (%)

TNM III- 43 (40) | NPI, n (%)

TNM HI-IV 50 (46) | gpG 8(7)

inconnu 15 (14) | mpG 59 (53)

Grade SBR, n (%) PPG 24(22)

1 6(6) | inconnu 19 (18)

2 72 (67)

3 23 (21)

inconnu 7 (6)

1.6. Collecte des échantillons

Le sang périphérique des patientes et des témoins a été recueilli lors de chaque interrogatoire.

4 millilitres de sang ont été recueillis dans des tubes BD Vacutainer® K3E avec EDTA (BD, PL6

7BP, UK). L’extraction de 'ADN suivait toujours la collecte de I’échantillon, cependant dans

certains cas ou il était impossible d’effectuer cette tache, les tubes étaient conservés a

température ambiante4°C, en une période n’excédant jamais 5 jours.
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2. Méthodes

2.1. Extraction de ’ADN

Avant de procéder a I'extraction de I’ADN, nous avons procédé a l'isolation de la couche
leucocytaire afin d’obtenir le meilleur rendement possible en ADN vis-a-vis de la qualité et la

guantité.
2.1.1. Préparation du Buffy coat

Le volume sanguin recueilli est de 4ml. Tous les tubes ont été soumis a une centrifugation

a3000 rpm/30mn/température ambiante, ce qui a permis d’obtenir 3 fractions différentes:

» la couche claire supérieure=plasma
» la couche intermédiaire=couche leuco-plaquettaire, contenant des leucocytes
concentrés;

» la couche inférieure=érythrocytes concentrés.
C’est ainsi que la couche intermédiaire a été celle que nous avons délicatement récupérée.
2.1.2. Purification sur le QlAcube

L'ADN génomique a été extrait a partir de200ul de Buffy coat en utilisant le QlIAamp DNA Mini
kit (QIAGEN, Basel, Switzerland). Sur I'automate QlAcube. Ce dernier consiste en un poste de
travail robotique utilisé pour la purification automatisée d'ADN, I'ARN ou des protéines a l'aide

de spin-colonnes kits de QIAGEN.

Le QlAcube utilise une technologie avancée pour traiter les kits QIAGEN de purification,
permettant une extraction transparente et automatisée, avec un minimum de manipulation
d'échantillons. (Figure 22). Aucun changement de la procédure de purification n’est nécessaire,
assurant un démarrage rapide et des résultats immédiats. Toutes les étapes de la procédure de
purification sont entiérement automatisées, jusqu'a 12 échantillons peuvent étre traités par

passage. Jusqu’a 50 pg (25-50ug) d’DNA peuvent étre extraits a partir de200ul de Buffy coat.
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Figure 20. La purification automatisée de I'ADN. La purification de I'ADN en utilisant le QlAamp
DNA Mini kit peut étre entierement automatisé sur le QlAcube. (351)

La purification de 'ADN génomique sur le QIAcube nécessite les réactifs et matériels
motionnés en annexe 1 : |a feuille QIAamp® DNA Blood Mini Accessory Sets,
La purification de '’ADN génomique sur le QlAcube suit les mémes étapes que la procédure

manuelle :

» Une lyse grace a la protéase : Une recherche intensive a montré que cette enzyme est
optimale pour une utilisation avec le tampon de lyse fourni dans le QlAamp DNA Blood
Mini Kit. (figure 23)

» L'adsorption sur les membranes de silice : Les conditions de lyse obtenue grace aux
tampons sont ajustées pour permettre une liaison optimale de I'ADN a la Membrane de
silice de QlAamp avant que |'échantillon soit chargé sur ces colonnes. I’ADN est adsorbé
sur la membrane de silice QlAamp pendant une bréve étape de centrifugation. Les
solutés et le PH des tampons s’assurent que les protéines et les différents contaminants
pouvant inhiber la PCR, ne soient pas retenus sur la membrane QlAamp.,

» L'élimination des contaminants résiduels : 'ADN lié a la membrane est lavée dans 2
étapes de centrifugation. L'utilisation de 2 tampons de lavage différents, tampon AW1
et tampon AW2, améliore de maniére significative la pureté de I'ADN élue. Les
conditions de lavage assurent I'élimination compléte de tous contaminants résiduels

sans affecter la liaison de I'ADN a la membrane.
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>

L'élution des acides nucléiques purs : L'ADN purifié et concentré est élué de la colonne

dans le tampon AE(10 mM deTrisCl-; EDTAO,5mM; pH 9,0) et ensuite conservé a -20 °C.

Lavage avec AW2
Echantillon ——p — ' l

Lyse Adsorption Lavage avec AW1

2

ADN génomigue pur Elution

Figure 21. Procédure de purification d’ADN utilisant les colonnes QlAamp

La purification avec I'automate QlAcube suit le protocole suivant (annexe2 : Protocol SHeet) qui

correspond briévement a:

>

Pipeter le volume nécessaire de QIAGEN Protéase dans le fond d'un 1,5 ml microtube.
Le volume de la protéase est variable en fonction du nombre d’échantillons a purifiés,
chaque échantillon nécessite 20 ul de protéase.

Ajouter 200 ul de buffy coat dans le tube a centrifuger (tube de 1,5 ml), et s’assurer que
tous les tampons soient placés correctement dans le QlAcube comme l'indique le
manuel d’utilisation. Ces deux premieres étapes ont été réalisées manuellement.
Ajouter 200 ul de Buffer AL et vortexer durant 15 secondes.

Incubation a 56 ° C pendant 10 min.

Centrifuger brievement les tube de 1,5 ml pour récupérer les gouttelettes de l'intérieur
du couvercle.

Ajouter 200 ul d'éthanol (96-100%) a I'échantillon, et mélanger a nouveau avec le vortex
pendant 15s.

Aprés homogénéisation, centrifuger brievement les tubes de 1,5 ml pour enlever

les gouttes de I'intérieur du couvercle.
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» Appliguer soigneusement le mélange de |'étape précédente a la colonne Mini QlAamp (
dans un 2 ml tube de collecte) sans mouiller le bord. Fermez le bouchon et centrifuger a
6000 xg (8000 rpm) pendant 1 min. Placer la colonne Mini QlAamp dans un tube propre
(fourni) de 2 ml et jeter le tube contenant le filtrat.

» Ouvrir délicatement la colonne Mini QlAamp et ajouter 500 ul de tampon AW1 sans
mouiller le bord. Fermez le bouchon et centrifuger a 6000 xg (8000 rpm) pendant 1 min.
Placer la colonne QlAamp Mini dans un tube de collecte 2 ml (fourni), et jeter le tube
contenant le filtrat.

» Ouvrir délicatement la colonne Mini QlAamp et ajouter 500 pl de tampon AW2
sans mouiller le bord. Fermez le bouchon et centrifuger a pleine vitesse (20 000 x g;
14000 rpm) pendant 3 min.

» Placer la colonne Mini QlAamp dans un tube propre de 1,5 ml et jeter le tube collecteur.
Ouvrir avec précaution la colonne QlAamp Mini et ajouter 200 pl de tampon AE. Incuber
a température ambiante (15-25 °C) pendant 1 min, puis centrifuger 6000 x g (8000 rpm)
pendant 1 min.

» En fin de purification chaque tube contient 100 ul de volume d’élution.

2.2. Analyse de la quantité et de la qualité de I’ADN extrait

L'’ADN absorbe la lumiére a260 nm. Cette absorption est proportionnelle a sa concentration.
Nous avons mesuré la densité optique a 260 nm et 280 nm pour chaque échantillon a 'aide
d’un spectrophotomeétre (Bio Photometer 6132, Eppendorf, AG). Le rapport DO260 /DO280 nm

a été établi pour chaque échantillon. Le degré de pureté de I'ADN a été évalué.

2.3. Analyse du polymorphisme du gene ADRA2A : Génotypage par PCR en temps réel

2.3.1. Principe

La technique d’amplification de I’ADN par la réaction de polymérisation en chaine (PCR pour
polymerase chain reaction) permet d’amplifier, selon un mode exponentiel, un fragment d’ADN
double brin. L'ADN est synthétisé par la polymérase de la bactérie thermophile Thermus
aquaticus (Tag polymérase) par extension a partir de deux amorces oligonucléotidiques,
capables de s’hybrider de part et d’autre de la séquence cible a amplifier, I'une avec le brin sens

et I'autre avec le brin anti-sens. (344)
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La taille des oligonucléotides utilisés comme amorces est généralement comprise entre 18 et
25 bases. La température utilisée pour I'hybridation des amorces sur la matrice d’ADN est égale
a la température de dissociation des brins complémentaires diminuée de 5°C. La température
de dissociation est la température a laquelle 50% des molécules d’ADN sont dénaturées par
rupture des liaisons hydrogene entre les 2 brins. La réaction de PCR « classique » est réalisée en
trois étapes : La premiére étape implique une dénaturation a température élevée (90 a 96°C)
de I'ADN double-brin en simples brins qui serviront de matrice pour la procédure
d’amplification. Ensuite, des oligonucléotides enjambant la séquence a amplifier, chacun
complémentaire d’un des deux brins d’ADN, sont hybridés a ’ADN matrice a une température
qui dépend de la séquence de ces oligonucléotides (37 a 65°C). Synthétisés artificiellement, ces
amorces conferent a la réaction sa spécificité. Leur nature et leur position conditionnent la

longueur du segment amplifié et son identité.

La troisieme étape est une étape d’élongation de I’ADN a 72°C. Ces cycles thermiques sont
réalisés a I'aide d’un thermocycleur qui permet de programmer les différentes températures, la
durée de chaque étape et le nombre de cycle (n). Il en résulte a la fin de I'amplification un

dédoublement par un facteur de 2n de la quantité de I’ADN cible.

La PCR en temps réel utilise le principe de base de la PCR classique avec pour différence une
amplification mesurée non pas en final mais tout au long de la réaction, donc en temps réel.
A chaque cycle d’amplification, la quantité d’ADN est mesurée grace a un marqueur fluorescent
dont I’émission est directement proportionnelle a la quantité d’amplicons produits. Ceci
permet d’obtenir une cinétique de la réaction et donc la quantification de 'ADN alors que la
PCR classique ne donne que la mesure finale. (345) Plusieurs systémes de détection sont utilisés
pour la détection ou la quantification du signal fluorescent en temps réel. lls sont divisés en 2
groupes : les agents intercalants et les sondes. Il existe 4 technologies utilisant des sondes :
Tagman ou hydrolyse de sondes, HybProbes (FRET) ou hybridation de 2 sondes, Molecular

Beacons ou balises moléculaires et Scorpion ou amorces scorpion. (344)

Notre étude s’est basée sur la technologie utilisant les sondes Tagman, ces sondes sont
marquées a leur extrémité 5’ par un fluorochrome émetteur (reporter), par exemple FAM, et a

leur extrémité 3’ par un fluorochrome suppresseur (quencher) fluorescent ou non, par exemple
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TAMRA, qui inhibe I"’émission du reporter lorsqu’ils sont a proximité. Au cours de la PCR, si la
sonde est hybridée sur sa cible, elle est hydrolysée par 'ADN polymérase. Le reporter ainsi
séparé du quencher émet un signal proportionnel au nombre de sondes hydrolysées,
mesurable au moment de I'élongation. La spécificité de la réaction est liée a la fois a celle des
amorces et a celle de la sonde réduisant significativement I'émission de fluorescence non

spécifique due a des mésappariements ou des diméres d’amorce. (Figure 24)

Cette technique est trés sensible, trés spécifique, rapide et permet le multiplexage mais elle
manque d’efficacité et de flexibilité lors de mutations variables ou localisées dans les régions

comportant des séquences répétées. (345)
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Figure 22. Principe de la PCR en temps réel utilisant les sondes Tagman (345)
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2.3.2. Protocole

Les SNP srs1800544 et rs553668 ont été déterminées par discrimination allélique grace aux
sondes Taq Man en utilisant le TagMan® SNP Genotyping Assays C_7611979 10 et
C_996424 20, respectivement ((Applied Biosystems, Foster City, CA). (Tableaux 9 et 10).

Une quantité de20ngd'ADN a été utilisée dans chaque tube de réaction avec le Type-it® Fast
SNP Probe PCR master mix (QIAGEN, Basel, Switzerland) pour atteindre un volume final de 25
ul. Le master mix est fourni avec le Type-it Fast SNP Probe PCR Kit 800 (kit PCR pour 800
réactions). Les réactions ont été réalisées dans un thermocycleur en temps-réel, le Rotor

Genel.7.94 (QIAGEN, Basel, Switzerland).

La réaction commence par une étape initiale d’activation de la PCR a 95 °C pendant 5 minutes,
suivies par une étape de dénaturation a 95 °C pendant 15s puis par une étape
d’hybridation/élongation a 60°C pendant 30s en 45 cycles. Certains échantillons ont été traités
en triple afin d’assurer une meilleure reproductibilité.

Table 9. SNP étudiés

SNP Assay ID
rs1800544 C-1291G C__ 7611979 10
rs553668 C1780T C 996424 20

Table 10. Amorces et sondes fluorescentes.
TagMan® SNP Assays, Human SM
* Assay ID: kit Tagman de génotypage SNP comprenant les
C___7611979_10
TagMan® SNP Assays, Human SM

* Assay ID:
o 996424_20

amorces sens et antisens + les sondes fluorescentes

des deux alleles du SNP en question

2.4. Analyse statistique

Notre étude é été réalisée dans le cadre d’une étude Cas-Témoins. Ce type d’étude nécessite
d’étre en possession de centaines de patients atteints de la pathologie a étudier (cancer du
sein), et un nombre similaire ou supérieur de témoins. Ces deux cohortes « patients » et «
témoins » doivent étre les plus possibles similaires aux niveaux de l’'age, de la région
géographique. A la suite du recrutement, les études des variants seront réalisées en comparant

la distribution des génotypes dans la population « témoins » et « patients ». Une différence de

70



CHAPITRE Il. PARTIE EXPERIMENTALE

distribution importante donne une indication sur le réle possible qu’ils peuvent jouer dans la

pathologie étudiée (346)

Comme nous I'avons déja mentionné I'analyse statistique a été calculée grace au logiciel dédié

aux études d'épidémiologie-génétique: Quanto version 1.2.4, May 2009 (347) pour estimer la

taille de I'échantillon.

D’une autre part nous avons utilisé le logiciel SNP stats (348). Pour tester si les fréquences

alléliques étaient en équilibre de Hardy-Weinberg (HW). Ce logiciel a également été utilisé pour

estimer la fréquence des haplotypes chez les patients et chez les témoins.

Le test du Qui-2 ou le test exact de Fisher (lorsque le nombre de sujets était inférieur a 5) ont

été utilisés pour :

>

Etudier la distribution des génotypes donnés par chacun des SNP chez les patientes et
chez les controles par rapport a celle attendue avec I'équilibre de Hardy Weinberg.
Comparer entre la fréquence de chaque génotype chez les patientes et chez les
contréles.

Etudier I'association du grade anatomo-clinique avec chaque génotype.

En effet, les études d’association sont basées sur I'analyse directe d’un polymorphisme en

comparant la fréquence des génotypes des patients atteints de la pathologie a celle des

témoins appariés. Pour cela deux calculs sont réalisés (349)

>

Le seuil critique de significativité :Il est calculé par la loi du x2. Le test de x2 qui ne peut
étre réalisé que pour les populations en équilibre d’Hardy-Weinberg, c'est-a-dire que les
génotypes doivent étre distribués de facon aléatoire dans la population. Cette loi du x2
permet de comparer les valeurs obtenues aux valeurs attendues. Le résultat de cette loi,
appelé p-value, est compris entre 0 et 1 et correspond a la chance d’obtenir par hasard
le méme résultat sous I'hypothése nulle. Un résultat est significatif pour des valeurs
inférieures a 5%avec un intervalle de confiance de 95% et un degré de liberté égal a 1.

L'estimation du risque relatif : Cette estimation du risque relatif est effectuée par le

calcul de I'odds ratio (OR) dont un exemple est donné dans le Tableau 11.

71



CHAPITRE Il. PARTIE EXPERIMENTALE

Tableau 11. Distribution des effectifs des génotypes AA, AB et BB pour les patients et les

témoins.
Génotypes
A AB ]
Témaoins a C e
Patients b d f

» L'OR va mesurer le risque, par exemple pour les individus ayant le génotype AB, de
développer la pathologie par rapport a ceux possédant le génotype AA. Le calcul de 'OR
sera le suivant : Ce calcul du risque relatif est accompagné d’un calcul des bornes de

I'intervalle de confiance qui est classiquement fixé a 95% (349).

Le Test de Kruskal-Wallis a été utilisé pour évaluer si la distribution d'une variable catégorique
est la méme entre les différents génotypes. Les séries de patientes ont été stratifiées en
fonction des facteurs pronostiques (stade TNM, grade SBR, ER, PR, statu des récepteurs HER2,
et le sous-type moléculaire) ou en fonction du groupe pronostique (GPG, MPG et PPG).

En ce qui concerne les sous-types moléculaires luminale-A et B-luminale, I'information sur
I’expression de Ki67 n’était pas toujours disponible afin de réaliser une bonne distinction entre
ces deux sous-types moléculaires, donc les deux ont été regroupésen unseul groupe celui du
« sous-type luminal » connu pour avoir un meilleur pronostique. (350)

Le calcul du risque relatif a été accompagné d’un calcul des bornes de I'intervalle de confiance
et qui a été fixé a 95%, les valeurs a signification statiques ont été fixé a p < 0,05. Les analyses
statistiques ont été effectuées a I'aide de Microsoft Excel2007 (Microsoft Corporation) et Graph

Pad Prism version6 (GraphPad Software, SanDiego, CA)
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Il. Résultats
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Il. Résultats

Les résultats de ce travail ont fait I'objet d'une publication intitulée "ADRA2A Germline Gene
Polymorphism is Associated to the Severity, but not to the Risk, of Breast Cancer" Pathol Oncol

Res 2016 13 avril; 22 (2): 357-65. Epub 2015 13 novembre (voire annexe 5)
1. Fréquences alléliques et génotypiques

Les fréquences alléliques et génotypiques des SNPs rs1800544 et rs553668 chez les cas et chez
les témoins sont présentés dans le Tableau 12. Les locus étaient en équilibre de HW (p>0,05)
dans les deux groupes. Il n'y avait pas de différence significative dans la distribution des

génotypes rs1800544 ou rs553668

Table 12. Fréquences alléliques des polymorphismes du géne ADRA2A chez les patientes et
chez les controles ainsi que leur association avec le risque du cancer du sein

SNP Allele Patients n (%) contrdles n (%) OR (IC 95%) Valeur de P
151800544 C 116 (57) 121 (60) 1
G 88 (43) 81 (40) 0.88 (0.59-1.3) 0.53
1s553668 G 148 (76) 91 (77) 1
A 46 (24) 27 (23) 0.95 (0.56-1.6) 0.86

OR odds ratio, IC intervalle de confiance

Table 13.Fréquences génotypiques des polymorphismes du géne ADRA2A chez les cas et les
contréles et leur association avec le risque du cancer du sein

Patient controles valeur de P pour un modéle d'héritage
SNP Génotype Co
n (%) n (%) dominant | Dominant Récessif Over-dominant Log-additif

c/C 36 (35) 34 (34)

rs1800544 c/G 44 (43) 53 (52) 0.26 0.81 0.15 0.18 0.54
G/G 22 (22) 14 (14)
A/A 08 (08) 01 (02)

rs553668 G/A 30(31) | 25(42) 0.09 0.55 0.06 0.15 0.87
G/G 59 (61) 33 (56)

OR odds ratio, IC intervalle de confiance

2. Analyse des haplotypes

Les fréquences des haplotypes chez les cas et les témoins ont été estimées en utilisant le

logiciel SNP stats. L'haplotype le plus fréquent chez les cas et les témoins est I’haplotype CG
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(56% et 59%, respectivement). Aucune différence n'a été observée entre les deux groupes en ce

qui concerne la distribution de I'ensemble des haplotypes (table 14).

Table 14. Fréquences des haplotypes des polymorphismes du géne ADRA2A chez les cas et
chez les témoins et leur association avec le risque du cancer du sein

Haplotypes Fréquence
OR (IC 95%) Valeur de P
rs1800544 | rs553668 cas témoins
C G 0.56 0.59 1
G A 0.23 0.25 1.01 (0.62-1.65) 0.98
G G 0.19 0.14 0.74 (0.41-1.33) 0.31
C A 0 0 - -

OR odds ratio, IC intervalle de confiance

3. L'age et le Statut ménopausique au moment du diagnostic du cancer du sein

Le jeune age au moment du diagnostic est souvent associé a une évolution plus agressive
de la maladie et a un mauvais pronostic (352, 353) donc nous avons étudié I'association entre

les polymorphismes du gene ADRA2A et |I'dge au moment du diagnostic du cancer du sein.

Nous avons tracé I'age au moment du diagnostic suivant les génotypes de ADRA2A (Fig. 1a). Il y
avait une différence significative dans la médiane de I'dge d'apparition de la maladie chez les
patientes pour chaque génotype rs1800544 et rs553668 (p =0,01pour chaque locus), ce qui

signifie que ces polymorphismes sont associés avec I'dge au moment du diagnostic (Fig.25a).

En outre, et comme il n'ya pas de consensus concernant 1'age limite pour définir « un jeune age
de cancer du sein », nous avons choisi de le fixer a 40 ans, comme d'autres auteurs (353, 354)
et nous avons étudié la distribution des génotypes dans les deux groupes d'age (y < 40et y >40
ans) (tableau 15). Il y avait une association significative entre le génotype GG rs1800544 et |'age
précoce d'apparition du cancer du sein suivant un modeéle génétique codominant, récessif et

log-additif (p =0,01, p = 0,02 et p =0.01, respectivement).

De méme, le génotype AA rs553668 a eu une tendance a étre associé a un age précoce de
diagnostic suivant un modele codominant et récessif. Cependant cette association n'a pas
atteint une signification statistique (Tableau 15). En accord avec ces résultats, I'analyse des
haplotypes a montré une association significative de I'haplotype (GA), impliquant les alleles

mineurs, avec |'age précoce de diagnostic (p = 0,03, OR =0,43, IC 95% (0,20-0,94)).
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Figure 23.Répartition de I'age de diagnostic du cancer du sein et le NPI par rapport au
génotype. Répartition de I'age d'apparition de la maladie (1a) et NPI (1b) par rapport aux
polymorphismes ADRA2A (rs1800544 etrs553668).L intervalle interquartile est indiqué par les carrés, et
les valeurs maximales et minimales sont représentées par les barres. La barre horizontale indique la valeur

médiane. Le nombre de sujets et la valeur moyenne de I'dge (a) ou NPI(b) sont mentionnés au dessus de chaque
groupe génotypique. la valeur P du test de Kruskal-Wallis est indiquée. NPI :Indice du Pronostique de Nottingham
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Table 15. Association des génotypes avec un age précoce de survenu du cancer du sein

SNP rs1800544 5553668
. . Valeur i Valeur

Modéle Génotype | =40ans =40ans OR (IC 95%) de P Génotype | =40ans | =40 ans OR (IC 95%) de P
cic 5(23.8%) | 31(38.3%) | 1.00 - G/G 10(50%) | 49(63.6%) | 1.00

Codominant G/C T7(33.3%) | 37(45.7%) | 0.85(0.25-2.95) | 0.80 AG 6(30%) | 24(31.2%) | 0.82(0.27-2.51) | 0.72
G/G 0(429%) | 13(16.1%) | 0.23(0.06-0.83) | 0.01 A/A 4(20%) | 4(5.2%) 0.20 (0.04-0.96) | 0.05
cic 5(23.8%) | 31(38.3%) | 1.00 G/G 10(50%) | 49(63.6%) | 1.00

Dominant 0.21 0.27
G/C-GIG 16(76.2%) | 50(61.7%) | 0.30(0.17-1.51) AG-AA 10(50%) | 28 (36.4%) | 0.37(0.21-1.54)
C/C-G/IC 12(57.1%) | 68 (84%) 1.00 G/G-A/G 16 (80%) | 73(94.8%) | 1.00

Recessif 0.01 0.05
GG 9(42.9%) | 13(16.1%) | 0.25(0.09-0.73) A/A 4(20%) | 4(5.2%) 0.22 (0.05-0.97)
CIC-G/IG 14(66.7%) | 44(54.3%) | 1.00 G/G-A/A 14(70%) | 53 (68.8%) | 1.00

Overdominant 0.3 0.92
G/C 7(33.3%) | 37(45.7%) | 1.68 (0.61-4.60) AG 6(30%) | 24(31.2%) | 1.06(0.36-3.08)

Log-additif 0.47(0.24-0.92) | 0.02 0.53(0.26-1.09) | 0.08

OR odds ratio, IC intervalle de confiance, les résultats ayant une signification statistique sont présentés en gras

De plus, nous avons considéré |'association des génotypes avec le statut ménopausique

(tableau16). Il y avait une association significative entre le génotype GG rs1800544 et un statut

pré ménopausique suivant a la fois un modéle génétique codominant et un modéle récessif (p

=0,02, p = 0,01, respectivement). De méme, le Génotype AA rs553668 a eu tendance a étre

associée avec un statut pré ménopausique bien que cette association n'a pas atteint une

signification statistique (Tableau 16). Cette tendance a été observée aussi avec I'haplotype (GA)

(p =0,05, OR =0,51, IC & 95% (0,26-0,99)).
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Table 16. Association du génotype avec le statut ménopausique

SNP rs1800544 rs353668
. . . Valeur . . Valeur de

Modéle Génotype | PréM M OR (IC 95%) de P Génotype | PréM M OR (IC95%) P
(ol 18 (31%) 18 (40%) 1.00 GG 31(57.4%) 28 (63.6%) 1.00

Codominant G/C 22(37.9%) 22(48.9%) 1.00 (0.41-2.41) 1 AG 14 (25.9%) 16 (36.4%) 1.27(0.32-3.035) 0.60
GG 18 (31%) 3(11.1%) 0.28 (0.08-0.91) 0.02 A/A 9(16.7%) 0(0%) 0.05 (0.003-1.0) 0.007
(ol 18 (31%) 18 (40%) 1.00 GG 31(57.4%) 28 (63.6%) 1.00

Dominant 0.34 0.53
G/C-G/G 40 (69%) 27(60%) 0.68 (0.30-1.53) AIG-A/A 23 (42.6%) 16 (36.4%) 0.77(0.34-1.74)
C/C-G/IC 40 (69%) 40(88.9%) 1.00 G/G-A/G | 45(83.3%) | 44(100%) 1.00

Récessif 0.01 0.02
GG 18 (31%) 3(11.1%) 0.28 (0.09-0.82) A/A 9(16.7%) 0(0%) 0.08 (0.004-1.5)
C/C-GIG 36(62.1%) 23(51.1%) 1.00 G/G-A/A | 40(74.1%) 28 (63.6%) 1.00

Overdominant 0.26 0.27
G/C 22(37.9%) 22(48.9%) 1.57(0.71-3.45) AG 14 (25.9%) 16 (36.4%) 1.63 (0.69-3.88)

Log-additif 0.59(0.34-1.01) 0.05 0.57 (0.30-1.09) 0.08

OR odds ratio, IC intervalle de confiance, pré M patientes pré ménopausées; M Patientes ménopausées. les résultats
statistiquement significatifs sont présentés en gras

4. Les Caractéristiques Clinico-pathologiques

Nous avons étudié I'association des polymorphismes ADRA2A avec la panoplie des
caractéristiques clinico-pathologiques qui sont des indicateurs pronostiques classiques des
cancers du sein : taille de la tumeur, I'envahissement des ganglions lymphatiques, stades TNM,
grades SBR (355), NPI (343) et le statut d’expression des récepteurs ER, PR, Her2 qui sont tous
des facteurs de prédiction du pronostic de la maladie, individuellement (69, 330) ou en

combinaison (120, 356, 357)

Le génotype rs1800544 GG était significativement plus fréquent dans les tumeurs de grande
taille (>5cm), suivant un modele génétique codominant et un modele récessif (p =0,03 ; p
=0,01, respectivement) (Table 17). Ce génotype était plus fréquent aussi dans les cas ou
existait un envahissement ganglionnaire lymphatique, suivant un modele génétique
codominant, bien que cela n'a pas atteint le niveau significatif (p =0,05, RC =3,21, IC a 95% (de
1,01 a 10,22)), mais l'allele G de rs1800544 été significativement associé a une atteinte des

ganglions lymphatiques dans un modéle log-additif (p = 0,03) (table 17).

Aprés stratification des stades TNM par le statut ménopausique, l'allele G de rs1800544
présentait une forte association aux stades TNM avancés (lll et IV) chez les patientes pré
ménopausées (p =0,01). Le génotype rs1800544 GG était également significativement plus
fréqguent dans le PPG (dans un modeéle codominant, p = 0,04) et l'allele G de ce SNP était

significativement associée a PPG (dans un modele log-additif, p = 0,03) (table 17).
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De plus, il y avait une différence significative dans la médiane de I'index NPI entre les groupes
de génotypes rs1800544 (p = 0,02), ce qui signifie que ce SNP est associé a I'index NPI (Fig. 1b).
Il n'y avait pas d’association entre rs1800544 et les autres caractéristiques clinico-
pathologiques : stades SBR, expression des ER, PR et HER2, ainsi que la classification
moléculaire qui est basée sur ces parametres, méme apres stratification selon le statut
ménopausique. Le rs553668 n’était pas associé a aucun des parametres clinico-pathologiques
étudiés cependant [l'analyses des haplotypes a montré que ['haplotype GG était
significativement associé a de mauvais indicateurs pronostiques : taille de la tumeur plus élevée

(p = 0,03), ganglions lymphatiques envahis (p = 0,006), stades TNM avancés (p = 0,03) et

expression tumorale de Her2 (p = 0,007) (table 18)

Table 17. Association du polymorphisme rs1800544 avec les parameétres clinico-

pathologiques

Parameétre gg::é(:iéo:ze Génotype Paramétre n (%) OR (IC95%) v:Le:r
<5cm >5cm
c/c 27 (37) 5(26.3) 1.00
raile de Ia Co dominant G/C 35 (48) 6 (31.6) 0.93 (0.26-3.36) 0.90
tumeur G/G 11 (15.1) 8(42.1) 3.93 (1.05-14.69) 0.03
(n=103) C/C-G/C 62 (84.9) 11 (57.9) 1.00
Récessif G/G 11(15.1) 8 (42.1) 4.10 (1.35-12.49) 0.01
Négatif Positif
c/c 18 (42.9) 12 (23.5) 1.00
Nodule Co dominant G/C 17 (40.5) 24 (47.1) 2.12 (0.81-5.52) 015
(n=103) G/G 7(16.7) 15 (29.4) 3.21 (1.01-10.22) 0.05
Log-additive - - - 1.82 (1.02-3.24) 0.03
Stade I-II Stade llI-IV
Stade TNM c/c 18 (45) 12 (25) 1.00
(n=103) Dominant = —-5/G 22 (55) 36 (75) 2.45 (1.00-6.05) 0.04
Stade I-II Stade llI-1V
Stade TNM c/c 9 (45) 4(14.3) 1.00 0.01
(statut | inant G/C-G/G 11 (55) 24 (85.7) 4.91 (1.24-19.46)
préménoposi
que, n=58)
GPG/MPG PPG
c/c 24 (39.3) 4(17.4) 1.00
NP Co dominant G/C 26 (42.6) 11 (47.8) 2.54 (0.71-9.06) 0.23
(n=103) G/G 11 (18) 8(34.8) 4.36 (1.08-17.63) 0.04
Log-additive 2.06 (1.05-4.07) 0.03

OR odds ratio, intervalle de confiance IC, GPG groupe de bon pronostic (NPI<3,4), groupe de pronostic Modéré MPG (3,4 <NP!I
<5,4), PPG groupe de mauvais pronostic (NPI>5.4). Seules les caractéristiques clinico-pathologique et modéles génétiques

montrant des différences significatives sont présentés. Les résultats significatifs sont présentés en gras
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Table 18. Association des haplotypes aves avec les paramétres clinico-pathologiques

Parameétre Haplotype ha ILatfricludeanncse I::Zous- :':i‘::‘: :: OR (IC 95%) valeur
rs1800544/rs553668 | P Vpgmupes haplotypes ° de P
<5cm >5cm
Lo taille des | © G 0.60 0.42 0.57 1.00
tumeurs G A 0.23 0.26 0.24 1.62 (0.68-3.84) | 0.27
(n=52) G G 0.15 0.31 0.18 2.58 (1.11-6.02) | 0.03
Négatif Positif
G 0.63 0.47 0.54 1.00
';‘:_“'9“3';* 0.27 0.24 0.26 1.25 (0.65-2.40) | 0.51
) G G 0.09 0.27 0.19 3.64 (1.46-9.10) | 0.006
Stade I-I Stade llI-IV
C G 0.65 0.50 0.56 1.00
Sta(:fgs'\)'“" A 0.23 0.26 0.25 1.45 (0.73-2.88) | 0.29
G 0.11 0.23 0.18 2.59 (1.08-6.24) | 0.03
Négatif Positif
C G 0.59 0.45 0.55 1.00
Sta(tn”_tgg‘;rz G A 0.25 0.20 0.24 1.07 (0.51-2.25) | 0.87
G G 0.14 0.34 0.20 2.92 (1.35-6.29) | 0.007

OR odds ratio, intervalle de confiance IC . Seules les caractéristiques clinico-pathologique et modéles génétiques montrant des
différences significatives sont présentés. Les résultats significatifs sont présentés en gras
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I11. Discussion
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l1l. Discussion

Durant les derniéres décennies, I’"hétérogénéité du cancer du sein a conduit a une évolution
des parametres pronostiques partant des critéres clinico-pathologiques et histologiques
classiques vers d’autres classifications plus précises basées sur les progres de la biologie
moléculaire. Toute fois, ces classifications sont principalement basées sur les caractéristiques
intrinséques de la tumeur (3, 358) Pourtant, malgré ces progreés, des différences de pronostic
existent encore entre les patients, méme quand ils appartiennent a la méme catégorie (359)
Une des explications possibles a ces écarts pourraient étre I'absence d’une implication
suffisante de I'environnement de la croissance tumorale, tel que le background génétique des
patients. Dans la présente étude, nous avons exploré I'association de deux SNP du géne ADRA2

A avec les indicateurs pronostiques du cancer du sein ainsi qu’avec la susceptibilité a ce cancer.

Nous avons constaté que le génotype GG rs1800544 est nettement associé a des indicateurs de
mauvais pronostic: jeune age au moment du diagnostic de la maladie, statut pré
ménopausique, une taille importante des tumeurs, envahissement ganglionnaire lymphatique,

stades TNM avancés et index NPI élevé.

Le génotype AA rs553668 a été significativement associé a un jeune age de survenu de la
maladie et a un statut pré ménopausique, mais a aucun des indicateurs pronostiques étudiés,

bien que de nombreuses tendances a cette association ont été observées.

Par analyse des haplotypes, nous avons trouvé que I'haplotype GA est associée a l'apparition
précoce de la maladie et | "haplotype GG est associée a des indicateurs de mauvais pronostic:
une taille plus grande de la tumeur, envahissement ganglionnaire lymphatique, stade TNM

avancé et un statut HER2 positif.

Le SNP rs1800544 est situé dans la région du promoteur du gene ADRA2A (11) ce qui peut
conduire a son implication dans I'expression du gene. |l est intéressant de noter que, Small et
al. ont constaté que des lignés cellulaires transfectées avec différents haplotypes ADRA2A ont

une expression différente de I’ARNm ainsi que la protéine (221)

Une autre étude menée sur des sujets humains a montré que différents haplotypes ADRA2A

sont associés a différentes réponses a un agoniste a2-AR-, la dexmédétomidine (16). Ainsi, il est
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possible que l'association des deux haplotypes GA et GG avec des indicateurs de mauvais
pronostic du cancer du sein pourrait étre expliquée par une expression différentielle de a2A-AR.
Il a été démontré que les récepteurs a2A induisaient une suppression adrénergique de la
sécrétion d'insuline, et que les flots pancréatiques humains ayant une plus faible expression de
ce récepteur présentent une sécrétion d'insuline plus importante (17, 360). L'insuline est
connue pour améliorer la prolifération cellulaire, I'angiogenése et la biodisponibilité de

I'estradiol (118)

Par conséquent, nous pouvons poser I'hypothése que I'association observée entre I'haplotype
GA et GG du gene ADRA2A et les mauvais indicateurs pronostiques pourraient étre expliquées

par le taux élevé de la sécrétion d'insuline chez ces patients ces haplotypes.

Cependant, et comme nous n’avons pas pris en considération I’association d'autres SNPs du
géne ADRA2A avec rs1800544 et rs553668, plusieurs autres enquétes sont nécessaires pour
confirmer ou infirmer telle hypothése ; en particulier parce que I'étude Smal et al. (221) a été
menée sur plusieurs haplotypes ADRA2A portant les mémes alleles G (rs1800544) et G
(rs553668), mais accompagnée d'alléles d'autres SNP, et qui a montré une expression renforcée

de a2A-AR.

D'autre part, il a été démontré en utilisant la technologie des puces a ADNc afin d’évaluer le
profil d'expression génique de tumeurs mammaires, que |'expression du gene ADRA2A est plus
faible dans les tumeurs de patients ayant un mauvais pronostic (361, 362). De plus, Du et al.
ont montrés, en utilisant des analyses immuno histochimiques sur des échantillons paraffinés,
que I'expression de a2a est associée au statut Her2 (p =0,048) (363). Par conséquent, nous
pouvons spéculer que les différences d'expression de a2aAR dans des tumeurs distinctes
pourraient étre expliquées soit par les différentes mutations dans les genes de la tumeur soit
par les différents antécédents génétiques du tissu mammaire avant le déclanchement de la

malignité chez les patient.

En outre, des études in vitro, in vivo et des études cliniques ont montré que les effets a long
terme du stress favorisent la croissance et la progression tumorale (364) L'adrénaline et la
noradrénaline sont au centre de la réponse adrénergique au stress et sont reconnus par les

récepteurs adrénergiques. L'activation du récepteur a2aAR dans les tissus normaux diminue
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I’AMP cyclique intracellulaire (AMPc) par la régulation négative de la synthése de I'adénylate
cyclase (365) et contribue a la régulation du flux sanguin dans les différents tissus y compris la
glande mammaire (366), ils peuvent également inhiber la sécrétion du lait dans cette glande

(367).

Des études in vitro et in vivo sur des lignées cellulaires de cancer du sein ont montré que
I'activation des récepteurs alpha adrénergiques conduit a une chimio résistance et a une
prolifération cellulaire (23, 368, 369) Par conséquent, les récepteurs adrénergiques peuvent

étre les leaders de I'effet du stress sur le devenir de la maladie.

Il est aussi intéressant de noter que, dans un modéle murin de cancer du sein, des antagonistes
sélectifs des récepteurs alpha-adrénergiques (rauwoscine), réduisent le volume de la tumeur
(25). De ce fait, la détection de polymorphismes ADRA2A associés a un mauvais pronostic de
cancer du sein pourrait ouvrir la porte a des traitements basés sur le génotype du malade dans

ce type de cancer.
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Conclusion et perspectives

Notre étude nous a permis, en identifiant une association entre les polymorphismes étudiés
avec le cancer du sein, d'apporter une contribution dans la meilleure connaissance des
mécanismes biologiques de cette maladie chez I'Homme, le réle du récepteur ADRA2A n'ayant
été démontré que de maniere indirecte in vitro sur des lignées cellulaires et in vivo chez la
souris.

En effet, nous avons montré que le polymorphisme rs1800544 du gene ADRA2A seul ou en une
combinaison haplotypique avec le polymorphisme rs553668, est associée a des indicateurs de
mauvais pronostic du cancer du sein : jeune age au moment du diagnostic de la maladie, statut
pré ménopausique, taille plus grandes des tumeurs, statut positifs des ganglions lymphatiques,

stades TNM avancés, NPI plus élevé et un statut HER2 positif.

Ces données suggerent que les polymorphismes germinaux du géne ADRA2A pourraient
représenter un facteur prédictif du pronostic du cancer du sein. Les deux SNP étudiés ne sont
pas associés au risque du cancer du sein. Ceci nous permet de les considérer comme des

marqueurs génétiques de pronostic du cancer du sein.

Cependant, nous proposons pour la continuité du travail de réaliser une enquéte plus
approfondie investiguant I'association d'autres polymorphismes ADRA2A, avec le risque ou le
pronostic du cancer du sein. L'éventuelle découverte d'une différence génotypique significative
particuliere entre les patientes et les controles permettrait de considérer le ou les SNP ainsi
identifiés comme des marqueurs génétiques de susceptibilité au cancer du sein, qui pourraient
étre utilisés dans le dépistage de ce cancer. L'exemple typique de tels marqueurs est, sans
doute, celui des mutations des génes BRCA1 et BRCA2 qui constituent un facteur de prédiction
du cancer du sein. Elles sont recherchées chez les femmes ayant une histoire familiale de
cancer du sein afin de calculer leur risque d'avoir la méme maladie. Leur découverte implique
une meilleure prise en charge de ses femmes: surveillance radiologique plus rapprochée voire

mammectomie prophylactique (exérése des seins) afin de préserver leur vie.

D’un autre coOté, il existe déja plusieurs marqueurs génétiques pronostiques pour cette maladie.

Mais les groupes constitués avec chacun d'eux restent toujours hétérogeénes. De plus, pour

85



CONCLUSION ET PERSPECTIVES

certains d'entre eux, comme les mutations des genes BRCA1 et BRCA2, des études prospectives
manquent pour affirmer définitivement leur impact pronostic qui reste controversé (370) Un
marqueur pronostique seul ou associé a d'autres marqueurs permet de mieux orienter la prise
en charge thérapeutique des patientes en donnant autant d'informations telles que:

* L'évaluation de la réponse a la chimiothérapie afin de mieux orienter I'administration de ce
traitement qui est lourd a la fois économiquement et pour le corps du malade.

* Le repérage des patientes susceptibles de développer des métastases afin de discuter une
chimiothérapie néo-adjuvante (avant la chirurgie), une chimiothérapie adjuvante (ou une
radiothérapie) lourde, ou bien une mastectomie totale.

* Enfin, la détection de polymorphismes ADRA2A associés a un mauvais pronostic de cancer du
sein pourrait ouvrir la porte a des traitements basés sur le génotype de la malade dans ce type

de cancer.
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ANNEXES

Annexel :QlAamp® DNA Blood Mini Accessory Sets

For use with multiple QlAamp DNA Blood Mini Kits on the QlAcube™

Set Contents

QlAamp DNA Blood Mini Accessory Set A B
Catalog no. 1043368 1043369
Buffer AL 33 ml 33 ml
Buffer AW1 (concentrate) 19 ml -
Buffer AW?2 (concentrate) 13 ml -
Buffer AE 60 ml 60 ml
QIAGEN® Protease 1 vial 1 vial
Protease Solvent 1.2 ml 1.2 ml
Product Sheet 1 1
Storage

All buffers can be stored at room temperature (15—25°C) for up to 1 year without showing any
reduction in performance. Lyophilized QIAGEN Protease can be stored at room temperature
(15— 25°C) for up to 12 months without affecting performance. Reconstituted QIAGEN Protease
is stable for up to 1 year when stored at 2—8°C. Keeping the QIAGEN Protease stock solution at

room temperature for prolonged periods of time should be avoided.

Product Use Limitations

The QlAamp DNA Blood Mini Accessory Set A contains additional buffers and reagents typically
for use with 10 x QlAamp DNA Blood Mini Kits (50), catalog number 51104, on the QlAcube. The
QlAamp DNA Blood Mini Accessory Set B is typically for use with 2 x QlAamp DNA Blood
MiniKits (250), catalog number 51106, on the QlAcube. Depending on run parameters, the set

may be sufficient for use with more or, occasionally, fewer complete kits. For setting up the
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QlAcubeforDNA purification using the QlAamp DNA Blood Mini Kit, follow the instructions in
the Protocol Sheet, which can be downloaded from www.giagen.com/myQlAcube .QlAamp
DNA Blood Mini Accessory Sets are intended for molecular biology applications. These products
are not intended for the diagnosis, prevention, or treatment of disease.

Buffers AL and AW1 contain guanidine hydrochloride, which can form highly reactive
compounds when combined with bleach. If liquid containing these buffers is spilt, clean with
suitable laboratory detergent and water. If the spilt liquid contains potentially infectious
agents, clean the affected area first with laboratory detergent and water, and then with 1%
(v/v) sodium hypochlorite. The following risk and safety phrases apply to components of
QlAamp DNA Blood Mini AccessorySets:

Buffer AL and Buffer AW1Contains guanidine hydrochloride: harmful, irritant. Risk and safety
phrases:* R22-36/38, S13-26-36-46

QIAGEN Protease

Contains subtilisin: sensitizer, irritant. Risk and safety phrases:* R37/38-41-42, S22-24-26-
36/37/39-46

Annexe2 : Protocol sheet

General Information

Application DNA

Kit QlAamp® DNA Blood Mini Kit (50) plus QIAamp DNA Blood Mini Accessory Set A,
cat. no. 1043368 or QlAamp DNA Blood Mini Kit (250) plus QlAamp DNA Blood
Mini Accessory Set B, cat. no, 1043369,

Sample material Blood or body fluid

Short protocol name Elution volume: 100 pl

Version 3

Full protocol name Blood and body fluid spin protocol V3

Editable parameters -

Required QlAcube® Firmware version FIW-50-001-J_FW_MB.hex and PLC program version
software versions FIW-50-002-G-PLC_MB.prs or higher; available from the QlAcube Web Portal
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Shaker
Material 200 ul blood or body fluid
Vessel 2 ml screw-cap tube without skirted base*
Adapter Shaker adapter for 2 ml screw cap tubes (marked with “$2”)

* Sample Tubes CB, 2 ml (cat. no. 990382); see www.giagen.com/MyQlAcube .

Disposable Tips Reagent Boitle Rack

Disposable Filter-Tips, 1000 ul Rack labeling strip QlAamp DNA

Disposable Filter-Tips, 200 ul

Position  Reagent

Rotor Adapter : -
2 Buffer AL
3 96-100% ethanol
I-] 4 Buffer AW1
5 Buffer AW?2
6 Buffer AE
Position Labware Lid position
1 QlAamp spin column L1
2 _ _
3 1.5 ml collection tube* L3

* Sarstedt, Micro tube 1.5 ml, Safety Cap (see www.sarstedt.com ).
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Annexe 3. Fiche de consentement pour malade et témoins

République Algérienne Démocratique et populaire

Centre Hospitaliére Universitaire de BANTA

Centre Anti-Cancer de Batna

Fiche de consentement

Dans le cadre de I'étude : Etude de I'association des polymorphismes génétiques fonctionnels

du géne du récepteur adrénergique a.2A (ADRA2A) avec le cancer du sein

Je soussigné(e);

Nom :

Prénom :

Déclare avoir pris connaissance des explications concernant cette étude et j'accepte le
prélevement sous les conditions décrites, en gardant tous mes droits stipulés par la loi

d’éthique et de déontologie.

[1)’accepte ce type de recherche

[JJe m’oppose a ce type de recherche.

Signature du patient:

Signature du chef de projet:
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Annexe 4.TagMan® SNP Genotyping Assays

1.Product Overview

a. Product description

TagMan® SNP Genotyping Assays provide the largest collection of ready-to-use human single
nucleotide polymorphisms (SNP) assays available. All assays were designed using our powerful
bioinformatics pipeline and software, as well as genomic information from Celera Genomics

and public databases:

e TagMan® Validated SNP Genotyping Assays: ~ 160,000 genecentric assays. These highly
tested, top performing assays where validated by genotype and subsequent minor allele
frequency (MAF) analysis on 2 or 4 ethnic group populations (45 individual samples per ethnic

group). Inventoried for fast availability.

e TagMan® Coding SNP Genotyping Assays: ~ 30,000 assays for the detection of informative
and putative functional, nonsynonymouscSNPs in gene-coding regions. Inventoried assays,

which are functionally tested to assure quality performance

e TagMan® Pre-Designed SNP Genotyping Assays: > 3 million genome-wide assays including
assays to > 2.5 million HapMan SNPs, as well as to ~ 30,000 high value nonsynonymouscSNPs
(including known disease mutations and SNPs in protein domains associated with drug binding
regions). Made to order assays, available in multiple scales, are manufactured and functionally
tested upon ordering. TagMan SNP Genotyping Assays provide optimized assays for genotyping
SNPs. The products use the 5" nuclease assay for amplifying and detecting specific SNP alleles in
purified genomic DNA samples. Each assay allows researchers to genotype individuals for a

specific SNP.
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b.Product properties

All TagMan SNP Genotyping Assays:

e Are designed and optimized to work with TagMan® Universal PCR Master Mix (with or

*without AmpErase® UNG) using the same thermal cycling conditions.

e Require only three components:

— 1 to 20 ng of purified gDNA sample per well

—20X, 40X, or 80 X SNP Genotyping Assay (depending on product and assay scale)

—TagMan® Universal PCR Master Mix (with or without AmpErase® UNG)

¢ Require only one PCR amplification step and an endpoint reading to obtain results.

¢. SNP Genotyping Assay Contents

The 20X, 40X, or 80 X SNP Genotyping Assay contains:

e Sequence-specific forward and reverse primers to amplify the polymorphic sequence of

interest.

*Two TagMan® MGB probes:

— One probe labeled with VIC® dye detects the Allele 1 sequence

— One probe labeled with FAM™ dye detects the Allele 2 sequence

2. Sample Preparation

a. Recommended Template
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The recommended template for TagMan SNP Genotyping Assays is purified genomic DNA (1 to
20 ng). Quantify genomic DNA using the TagMan® RNase P Detection Reagents Kit (PN4316831)

and the TagMan® DNA Template Reagents Kit (PN 401970).

To prepare a plate with wet DNA:

1. | Dilute each DNA sample with DNase-free water to deliver a
final DNA mass in the range of 1 to 20 ng per well.

IMPORTANT! All wells belonging to the same assay must
contain the same amount of sample or control.

The volume of DNA sample
If you prepare a... and DNase-free water
per reaction should be...

384-well reaction plate 2.25 L

96-well reaction plate 11.25 uL

Note: Multiple assays canbe run on one reaction plate, but
they must be analyzed separately.

2. | Into each well of the 96-well or 384-well optical reaction
plate, pipette one control or sample aliquot of the volume
appropriate for the plate type (indicated in step 1).

b. Preparing the Reaction Mix

The reaction mix is made from 20X, 40X, or 80X SNP Genotyping Assay, TagMan Universal
PCR Master Mix, No AmpErase UNG, and DNase-free water. The recommended final reaction
volume per well is 5 uL for a 384-well plate and 25 ulLfor a 96-well plate. Note: For instructions

on diluting the 40X or 80 X SNP Genotyping Assay to a 20 X working stock solution,
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ANNEXES

assay.

plate.

Calculate the number of reactions to be performed for each

Applied Biosystems recommends including:
* At least two NTCs on each plate.
+ Ifavailable, at least one known DNA control on each

To prepare the reaction mix (continued):

2_ | Calculate the total volume of each component needed for
each assay, using the table below. Be sure to choose the
appropriate DMNA delivery method for vour experiment.

Dry-Down DNA
‘Wet DNA Method Method
Component plfweell
384-well | 96-well | I84-well | 96-well
plate plate plate plata
Taghian 2.50 12.50 2.50 12.50
Univarsal PCR
haster Mix (23),
Mo AmpErase
UNG
20 working 025 1.25 025 1.25
stock of SMP
Ganotyping
Aoy
OMasa-frea (none) (nonea) 2.25 11.25
watar
Total Volume
per Well 2.75 13.75 5.00 25.00
Mote: In vour calculations, include some extra reactions to
compensate for the volume loss that occurs during pipetting.

3. | Gently swirl the bottle of TagMan Universal PCE. Master
Mix (22), No AmpErase UNG (abbreviated as “UMM™ in
subsequent steps). Ensure the UMM is well mixed before
use.

4. | Vortex and centrifuge the 203 SNP Genotyping Assay
briefly.

3. | Pipette the required total volumes of UMM and 202 SNP
Genotyping Assay into a sterile microcentrifuge tube.

b. | Cap the tube and invert several times to mix.
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7. | Centrifuge the ube briefly to spin down the contents and to

eliminate any air bubbles from the reaction mix.

Adding the To add the reaction mix to the prepared DNA reaction plate :

Reaction Mix

Into each well of your DNA reaction plate (as prepared per
the procedures on page 10), pipette the reaction mix as
indicated below.

Volume of Reaction Mix (;L/Well)
Plate Type
Wet DNA Delivery | Dry-Down DNA
Meothod Mathod
384-well 2.75 5
9%-woll 13.75 2%

IMPORTANT! Be sure that no cross-contamination occurs
from well to well during pipetting.

o

Inspect all the wells for uniformity of volume, and note
which wells do not appear to contain the proper volume.
(See page 21 in the “Troubleshooting™ section. )

Seal the plate with the appropniate cover. (See page 36 for a
list of covers compatible with your instrument.)

Vortex the plate to mix the wells,

Centnifuge the plate briefly to spin down the contents and
climinate any air bubbles.
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Performing PCR  To perform PCR:

1.

Specify the thermal cycling conditions.

IMPORTANT! These conditions are optimized for use only
with TagMan SNP Genotyping Assays on the instruments
specified on page 35.

Standard Protocol
AmpliTaq Gold
E Activation PCR (40 Cycles)
HOLD Denature Anneal/Extend
10 min at 95 *C 15 sac at 92 °C 1 min at 60 =C
Alternate Protocol?
AmpliTagq Gold
E Activation PCR (50 Cycles)
HOLD Denature AnnealfExtand
10 min at 95 *C 15 sac at 92 *C 90 sec at 80 °C

Mote: Refer to the appropriate instrument user guide for
help with programming yvour thermal cycler.

[

Specify the reaction volume according to the table below.

Plate Type Reaction Volume [uL/\Well)
384=-wall a3
BE-well 25

Load the reaction plate into the thermal cycler, then start the
.

Annexe 5. Publication
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Abstract Breast cancer (BC) prognoss and risk were asso-
ciated to obesity, maabolic syndrome and tvpe 2 diabetes
mellits. Two Sngk Nudeotide Polymomphims (SNPs) of
the adrenengic receptor-2a gene (4DR424): rsl 800544 and
15553668, have been associated to these matabolic disorders,
We mvistigated these SNPs in BC risk and prognosis. A total of
102 BC patients and 102 healthy controls wem mdudad. The
ralB00544 and 553668 wers deermmed by realtime PCR
Genotypes md haplotypes frequencies betwesn patients and
controls, and for differsnt climeo-pathologic panimsters were
comparad. We found a significant assocition of ml 800544
GG penotype with young age at diagnosis, premenopansal
status, higher tumor size, metastasis in lvimph nodes, advanced
THM stages md higher Mottingham Prognoss Indicator (NPT
(p < 0.05). There was no associaton between m 1800544 and
SBR stages, Her2, ER and PR statuses and the molecular clas-
gification. The rs5353668 AA genotype was associated to
voung age at diagnosis and premenopausal stitus (p < 0.05),
The haplotype GA was associatad to the erly age of diagnosis
(p=10.03), and the haplotype GG to higher tumor size, kmph
node mvolvement, advanced THM stages and Her2 positive
status (p < 0.08). There was no polymorphism or haplotype
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association with BC risk (p > 0,05). ADRA2 pobymorphism is
agsociated with indicators BC poor prognosis but not with BC
susceptbility. This is the first neport suggesting that ADRA 24
gemmling gene pobymorphism could represent a pradictor fictor
for BC outcome, Further investigation of other ADRA 24 paly-
morphisms in BC risk or progmoss ane nesded and may lead to
a genotype-based thempy,

Keywords ADRA24 - Single nucleotide polymorphism
(SMP) - Breast cancer - Risk - Prognosis - Case-control study

Introduction

Bremt cancer (BC)is the second cause of women cancer death
in the developed regions after lung cancer, and the Brst one
les developed regions. With 522000 deaths per year in the
waorld [1], it represents a critical public health problem.

Crenetics has been to the rescue of BC in the last decade,
sinee BC prognostication is now based on both clinico-
anatomical criteria and tumor gene spression or their surm-
gate immunchistochemical criteria [2-4]. But in addition to
apquired somatic mutations of the tumor cell, different genmline
genaic vargnts have been associated to BC risk [5] andfor
outcome [6-8]. However, it is estimated that these gennline
genetic varants explam only 28 % of the innate muses of BC
[5], and much lessis known about the mlke that patient’s genetic
backgrund plays in BC prognosis [8]. Thensfore, identifying
gengtic vanants nvolved n BC nsk ndibr progression is of
crucial inportance,

Addrenoceptors (AR) are G protein-coupled receptors for
adrenergic neumtransmitters: adrenalin and noradrenalin
AR can be divided into three types, each ong having thres
subtypes: xl AR (alA, xlB, alD); a2AR (024, o2B, a2C),
and BAR(BL, B2, B3). They are expressed by almost all orzans

€ Springer
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in the body and encoded by separate genes, The AR oA gene
(ADRAZA) i an intronless gene located in chromosome
10g25.2, encoding a protein recepior of 450 amino acid residues
[5]: o2 A-adrenergic receptor which is implicated in several
functions in the central nervous system, candiovascular system,
neumimnsmitter release, platekt aggregation, blood pressure,
irsulin secretion and lipolysis [10]. ADRA24 has seveml SNPs,
The SNP 1800544 is ocated in its promoter region [11] and
was associated to obesity and body fat content and distibution
[12, 13]. Another SNP named 553668 that is Jocated in the
JUTE region was associated o blood pressure responss to
adrenergic agonists [14], to body fat accumulation in the
truncakabdominal region [15, 16] and to obesity and type 2
diabetes (T2D) [17-19].

O the other hand, it i now well established that obesity is
arisk [20-22] and a prognostic factor [23] for BC. This is also
valid for T2D patients who are moare likely to develop BC, and
those among them whohave already developed this cancer get
a pooter prognosis [24].

This double association of obesity and T2D wit ADRAZA
polymaorphisms, on the one hand, and with BC risk/prognosis
at the oter hand, prompied us to conduct this wodt aiming to
investigate the possible association of ADRA2A polymor-
phisms with BC prognosis indicators and BC dsk. Our ap-
proach was supplied by the fact that o2-ARs are expressed
on BC cell lines [25, 26] which proliferate after stimulation by
o2-adrenergic agonists [25, 27] or by catecholestrogens
(estrogen metabolites) [28). This proliferation can be -
vemed by a2-adrenergic antagonists [26]. Moreover, the
sume oo2-adrenergic agonist/antaponist effects have been
reproduced on mammary tumour growth n mice [29], To
our knowledge, the cument study is the first investigation of
ADRAZA germline gene polymorphism association with BC
prognosis indicators and BC risk.

Patients, Materials and Methods
Patients and Controls

In this case-control study, unrelated subjects were included: a
total of 102 prevalent cases of invasive BC fermale patients (age
48.51 £ 1032) and 102 healhy controls (age 47.63 £ 1031)
Patients were diagnosed in the Anti-Cancer Center of Batna,
between September 2012 and June 2014, Control subjects
wiere matched to cases by age and peographical orgin,
Roegistersd data reganding: tumor size (maximum diameter),
lymph node invalvement, tumor-nodal-metastatic (THNM)
stage, Scarff-Bloom and Richardson (SBE) histological
gade at time of disgnosis, as wel as tumor expiession of
progesterone receptos (PR), estrogen receptors (ER) and
human epidermal growth fwetor receptor-2 (HER2), were
obtained from medical meords (Table 1), We used these
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expressions to categorize patients mto four molecular sub-
types: luminal-A, luminal-B, Her2, and basal-like accond-
ing to Perou et al. [30]. The Notingham Prognostic Index
(NPT} was caloulated acconding to Todd et al. [31] then
patients wers sepamted into thees progmostic groups: Good
progoostic group GPG (NP = 3.4), Modemte prognostic
group MPG (34 < NPI = 5.4) and Poor prognostic group
PPG (NPI > 54) (Table 1) Necessary precautions to pro-
tect participant's mformation wens taken according to the
principles of the World Medical Association Declamtion of
Helsinki in 1964 and its later amendments. An informed
written consent was obtained fom all patients and controls,

DNA Extraction and Genotyping

Genomic DNA was extracted from peripheral whale blood
using QlAamp DNA Mini Kit (QIAGEN, Basel, Switzed and)
according to the manufacturer’s protocol. The SNPs
ral 800544 and re553668 wens determined by alldic diserim-
ination with validated TagMan probes using the Taghan®
SNP Genotyping Assays C_7611979_10 and C_996424_20,
respectively (Apphied Biosystems, Foster City, CA). A quan-
tity of 20 ng DNA was uwsed in each reaction tube with the
Type-it® Fast SNP Probe PCR. master mix (QLAGEN, Basel,
Switzetand) to reach a final volume of 25 pL. The reactions
were carried in the Rotor Gene 1.7.94 realtime cycler
(QIAGEN, Basel, Switzedand). Amplification was performed
acconding to the following eycling protocal: Initial PCR. acti-
vation siep at 95 °C for 5 min, followed by denatumtion at
95 °C for 15 s by 45 cycles, then by annealing/extension at
60°C for 305, Some samples were cantiad in triplicate in order
to insure reprodudbility of the assay,

Statistical Analysis

We used QUANTO program version 1.2.4, May 2009 (http/
biostats, usc.edu/software) to estimate sample size, with a
minor allele frequency data obtained from NCBI (hittp://
www.nehi,nlm.nihgovSNF) and a study power fixed at
80 %5 To test Hardy—Weinberg (HW) equilibrium of alleles
frequencies we used SNPstats software [32]. This softwan:
ws used also to estimate haplotype frequencies in BC cases
and cantrols, The chi-squan: test o Fisher exact test (when the
number of subjects was less than 5) were used to assess the
sipnificance of any difference in genotype frequency between
subjects or between patient’s series. Kruskal-Wallis test was
used to assess whether the distribution of a categorical vari-
able is the same between genotype groups, Patient series wens
stmtified acconding to sepamte prognostic faciors (TN M stage,
SBR. grade, ER, PR. or HER2 receptors status and maolecular
subtype) or progiostic group (GPG, MPG and PPG). For the
malecular subtypes, and as Ki67 expression was not available
to well distinguish betwesn luminal-A and Juminal-B, these
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Table 1 Clinico-
anatomic and moleculsr
charac erigtics of BC
patients

Parameler Patients
Age n (%)
=4y 21 {19
iy BT (B1)
Menopausal stats, n (%)
premendopausal 59 (59)
e T | 49 {45)
Tumor Sizefcm), n (%)
<2 11 {10
25 66 (62)
=g 200 {199
Unkndwn 10 {9
MNaodal stams, n (%)
Pasitive 55{51)
Magative 43 (40)
Unknoswn 10 {9
THNM age, n (%)
THM 10 43 (4l
TNM 1npy 50 (46)
Unknoswn 15 {14}
SBE. grade, n (%)
1 608
2 T2 (67)
3 231
unknown T8
ER atates, o %)
Pasitive 59 (59)
Megative 44 (41)
Unkmnswn 5(5
PR staius, n (%)
Pesitive 54 (500
Magative 47 (44)
Unlongswn T8
HER2 stabus, n (%)
Paositive 33030
Magative &0 (6d)
Unknsswn Y]
Molecular subtype, n (%)
Luminal-A 45 (42)
Luminzl-B 18 (1T
HER2 15 (14)
Bazall ke 321
Unkndswn T(&
NFL (%)
GPG E(T
MPG 59 (53
PPG 24 (1)
Unkndswn 19 (18)

subtypes were merged to form the “luminal subtype’
which is known to have better prognosi than the other
subtypes [33]. Odds ratio (OR), used as a measure of
association strength, and the cormesponding 95 % confi-
dence interval (CT) were calculated. Statistical significance
was set at p < 005 based on a two-sided caleulation,
Statistical analyses were performed wsing Microsoft Excel
2007 (Microsoft Corporation) and CGraphPad Prism version
6 (GraphPad Software, San Diepn, CA)L

Results
Allde and Genotyvpe Freguencies

Allele and genotvpe frequencies of the rsl 800544 and
15553668 m BC cases and controls are shown mm Table 2.
The loci wers in HW equilibrium (p > 0.05) in both groups.
There was no significant difference in the distribution of the
sl 800544 or the m553668 genotypes between BC cases and
controls in different genatic models (P > 0.05) (Table 3).

Haplotype Analysis

Haplotype frequencies in BC cases and controls wens estimat-
ed wsing SNPstats software. The most fequent haplotype in
cages and in controls was CG (56 % and 59 %, respectively).
Mo difference was ohserved batween both groups meganding
the distribution of all the haplotypes (Table 4).

Ape and Menopansal Status at BC Diagnosis

Young age at diagnosis is often assocated to more aggressive
disease course and to poorer outoome [34-36], therefore we
investigated the association between ADRA2A polymor-
phisms and age at BC diagnosis. We plotted the age of BC
diagnosis following the genotvpes of ADRAZA polymor-
phisms (Fig la). Them was a sigmficant difference in the
median of the age of onset in each genotype group for both
4 1 B00544 and rs553668 (p = 0.01 for each loci), which
means that these polvmorphisms are associated with age at
diagnosis (Fig 1a). Additionally, and as there is no consensus
about age cut-off for defining “young age™ BC, we chose to
get it at 40 years like other anthors [35, 36], than we studied
the distribution of the genotypes in the two age groups
(=40 y and =40 v) (Table 5). There was a significart asso-
ciation between the sl 800544 GG genotype and BC early apge
of onset in a codominant, a recessive md a log-additive gendic
model (p= 0001, p=0.01 and p=10.02, respectively). Simikrly,
the ra5 53668 AA genotype trended to be associged with BC
earhy age of disgnosis ina cdommnant md a reeessive model
although this assocation did not nzach statistical significance
(Table 5). In agreement with thess results, haplotype analvsis
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Table 2 Allele frequencies of ADEA2A polymomphisms in BC caves and controls and thelr association with BC risk
SNF Allale Caases (%) Control n (%) QR (95 % CT) P valuse
= 180544 C 116 (57) 121 {00 1
G B8 (43) 21 (4 0L88 (0.50-1.3) 053
=S5 3068 G 148 (T&) 9T 1
A 46 {24) 2723 095 (0.56-1.6) 0.8

(R odds ratio, CF confldence inkerval

showed asgmificant msociation of the haplotype (GA), which
invobres the minor alleles, with early age of diagnosis of BC
(p=0.03, OR =043, 95 % CI {0.20-0.94)).

At another hand, we considered genotyvpes association with
menopausal statns (Table 6). There was a significant associ-
tion between the rsl 800544 GG genotype and premenopausal
status in both a codominant and a recessive genetic model
(p =002, p =001, respectively). Similarly, the m553668
AA penotype trended to be associated premenopausal status
although this association did not reach statistical significance
(Tahle 6). This trend was observed also with the haplotype
(GA) (p=0.05, OR = 0.51, 95% C1 (0.26—0.99)).

Clinico-Pathological Features

W studied the association of ADRA24 polymomphisms with
panoply of clinico-pathological features which ame classical
indicators of BC prognosis: tumor size, lvmph node mvolve-
ment, THM stages, SBR grades [37], NPI [31], and ER, PR,
Her2 statuses which are pradictor factors of BC prognosis,
individually [38—41] or in combination [ 30, 42, 43].

The ral 800544 GG genotype was significantly mons fre-
quent m tumors with larger 122 > 5 cm), ina codomimant and
in a recsmsive genstic modd (p=0.03; p= 001, raspectively)
(Table 7). This genotype was mome frequent also in case of
positive vmph node mvolvement, m a codominant model
although this did not reach significant level (p = 0,05,
OR =321, 95 % IC (L.01-10.22)), but the allele G of
4| BONS44 was significant v associated to positive brmph nods

inviolvenent ina log-additive model (p=0.03) (Table 7). After
strtifiring TWM stages by the menopausal status, the allele G
of m 1800544 was found to be stongly associated to higher
THM stages (11 and IV) in premenopausal patients
(p=0001). The rsl BO0544 GG genotype was also significanthy
momne frequent in the PPG (in a codomnant mode, p = 0,04)
and the allele G of this SNF was significantly sssociated o
PPG (n a log-additive model, p = 0.03) (Table 7). Moreover,
there was a significant difference m the median of the NPI
hetween s 1800544 genotvpe groups (p= 0002), which means
that this SWP is associated to the NP1 (Fig. 1b). There was no
association between rs 1800544 and the other clinico-
pathologic features: SBR stages, and ER, PR, Her2 statuses,
a5 well as the molecular classification which is based on these
stamses, even after statification by the menopansal status, The
5553668 was not associated with all the studied climeo-
pathologic featuness, However, hayplotype analysis showed that
the haplotyps GG was significantly associated with poor prog-
nosis indicators: higher tumor size (p = 0.03), lvmph node
mviolvement (p = 0U006), advanced THNM stages (p = 0,03)
and Har2 sxprassion by the tumor (p= 00007, (Table B).

Discussion

Through the last decades, BC heterogeneity induced prognos-
tation evolving from the chssical climeo-pathologeal and
histological classifications to more accurate classifications
based on advances m molecular biology, However, thess

Table 3 Genotype frequencies of ADREA24 polymomphisms in BC cases and controls and their association with BC risk

SNF Chemuistypeez Caiess Conirols P ovahee for model of inheritance
i (%) %) Codiiminant Dt fenit Recesive Oweepdloti it Laog-additive

151 BS54 CiC 36(35) 3434 026 081 015 LN 0.54

CiG 44.(43) 5352

GiG 2222y 1414y
i 53668 LYY 08 (08) 01 (02) LT 055 .06 015 087

Gia ELTENY 25(42)

GiG 506l 334(56)

R odds ratio, CF confidence interval
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Table 8  Genotype association with early age of breast cancer diamoss
SNP 21 544 =S5 3a68
Maodel Genotype  dly =iy OR (95 % CT) Povalue Genotype =4y =iy OR (95 % ChH Povalue
Codominant  (CAC S{238%) 31383 %) 1.00 - GG 1050 %) 49(63.6 %) 1.00 -
GiC T(333 %) 37T{457 %) O.RS (025295 080 ANG & {30%)  24{312%) 082 (07251 072
GG Q(429%) 13161 %) 023 (06083 001 AdA 4(20%)  4{52%) 020 (L0986 005
it it CiC S(238%) 31{383%) L.00 021 GiG 1050 %) 49(63.6 %) 100 027
GAC-GAG 16 (Te2 %) S0061.7 %) 0.50 (L1T-1.51) AG-ASA 10(50%) 2B{364 %) 057 (021-1.54
Recesive CAC-GIC 12 (571 %) eB(B4%) LOD (X1} GG-AMG 16(800%) TI{(048 %) 10D 0.05
GG QA2 %) 13160 %) 028 (0E-0.TH Adh 4(20%)  4(52%) 022 (LE00Ty
Overdominant CAC-GAG 14 (66.7 %) 44 (543 %) 1.00 03 GIG-AGA 140 %) 53(e88 %) 100 092
GiC T{333%)  AT(457 %) L68 (D6l-dal AG G{30%)  2403012%) 106 (036308
Logadditve — — — 047 (024095 002 — — — 053 (026—-1.0% 0.08

OF odds ratio, OF confidence interval, tatistically significant resubs are emphasized in bold

insulin sscreion in patients who harbour these haplotypes,
However, and as we did not investigate other 4DRA24
SNPs concomitantly with o 1800544 and rs553668, further
imvestigations are nesdad to confirm or infimn such hypoth-
esis especially because in Small et al, study [45], other
ADRA24 haplotypes with the same allels G (sl 800544
and G (m553668) but accompamed with alleles of other
SNPs, showed an enhaneed o2 A-AR expression. On the
other hand, it has been shown by using cDMNA microarmy
technology for assessing gpene expression profile m BC
tumors, that ADRA2A gene expression 6 lower n the tu-
mors of patients with poor clinical outcome [46—49].
Aditionnaby, Du et al showed, by using immunohistochem-
istry on paraffm-embedded samples, that ®2a AR expres-
sion 1§ associated with Her-2 status (p = 0.048) [50].
Henee, we can speculate that the different expression of
ala AR between tumors with distinet outcome could be

Table 6 Genotype association with menopausal statue

explamed by differential mutations in tumor genes or by
differential genstic backgromnd of mammary tissue in the
patient before malignancy oourmenes

Additionally, in vitm, in vivo and clinical studies have
shown that the long-term effects of stress promote tumor
growth and progression [51]. Adrenalin and noradrenalin ane
at the centre of the adrensrgic stress response and are recog-
nized by the adrenengic receptons. Activation of o2 A-AR i
nomnal tEsues decreases intracellular cvelic AMP (A MP) by
dovwnrggulating the synthasis of adenviate cyelase [52] and
contnbute to the regulation of blood flow in different tissues
including mammary gland [53], they also may inhibit milk
secretion in this gland [54]. In vitno and i vivo studies on
BC cell lines showed that activation of alpha adrenenzic
receptors nduced chemorssistance and cell proh fration
[25, 55, 56]. Hence, adrenetgic recepiors may be the leaders
of stress effect on BC outcome, Intersstingly, in a muring

SN r2l 800544 853668
Madel Genotype Pre M M OR (05 % CT)  Poalue Genotype PreM M OR (05 % CT)  Povalue
Codominant AT 18(31 %) 1B{40%) 100 GG 31 {574 %) 28 (636 %) 1.00
GIC 22379 %) 22(4B9 %) 10D (D41-241) | AL 14 (259 %) 16(364 %) 127 (0.52-3.08) 0.60
GG B30 %) S(L1%) 028008-081) 002  AM 9(I67T%) 0%  0.05(0M3-10) 0007
Dominsat  CAC 1£{31%) 18{40%) 100 034 GG 31 (574 %) 28 (636 %) 100 053
GICGIG 40(609) 27T(60%) 068(030-153) AG-ATA 23 (426 %) 160364 %) 077 {034-1H)
Recomie  CACGAC 40(609%)  40{RR09%) 100 001 GIG-AG 45 (B33 %) 44(100%) 100 002
GG B30 %) S(IL1%) 038(0.00-0.82) AlA O(167%) 0(0%)  0.08 (0001 5)
Overdominant CAT-GAG 36621 %) 23(5L1%) 1.00 026  GIG-AJA 40 (M0 %) 2B(636 %) 1.00 027
GIC 23(379 %) 22489 %) 157(071-34%) AL 14 (259 %) 16(364 %) 163 (0.69-2.89)
Logadditive — — — 058 (0341017 005 — — — 0.57 (030-1.08) 0.08

OR oudds ratioy, (Teonfidence interval, Pre-M premenopausal patients; M pogmenopeusal patients Stafistically significant resulis are emphasized inbold
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Table 7 Association of 1800544 genotypes with ¢linico-patologic parameters

Parameter Genetic Model Grenotype Parameter caiegory n (%) OF @5 % CT) P-value
=5 ¢m =5 ¢m
Tumor size {n = 103) Codiom inanit CC 27(3T) 5{263) 1.0
GiIC 35 (48) 6{31.6) 093 {026-336) 090
GG 11{151) B{42.1) 3.93 (1L05-14.69) o3
Recessive CAC-GIC 62 (B4.9) 11 {57.% 100 (X0}
GG 11{151) B{42.1) 410 {1.35-12.4%)
Negative Posdtve
Maosdal involvement {r = 103) Coudioim inant CiC 18 {42.9) 12423.5) 1.0
GiC 17 {40.5) 24(47.1) 212{0.81-552) 15
GG T{16.T) 15{29.4) 321 {1.01-10.22) 005
Laog-additive — — — 182 {102-3.24) 03
Smge HI Stage WV
THM stage (x = 103) Do incanit CiC 18 {45) 1225) L
GG 22(55) 36(T5) 245 (1 00-6.05) [T
Smge HI Stage WHTV
THM stage (premenopeussl status, & = 55 Tt it oiC 9 (45) 4{143) 1.0 o
GG 11 {55 24 (85.7) 4.91 (124-19.44)
GPGMPG PrG
NF {n = 103) Codiin inant oiC 24(39.3) 4{174) 1.0
GiIC 26 (42.6) 11 {478 254 (0. 7T1-9.04) 023
GG 11{18 R348 436 (1.08-17.63) 04
Laog-additive — — — 2046 (1.05-4.0T) o3

OF odds ratio, CF confidence inerval, GG Good prognostic group (NPT < 3.4), MAG Modersie prognostic group (314 < NPI = 54), FPG Poor
progostc goup (NPT > 5.4, Only clinco-patholegic features and genetic models showing sgnificant differences are shown, Significant resulis ane

emphasized in bold

Table 8 Haplotype association with clinico-pathologic paramete s

Parameter Haplotype rz 1800544 Haplotype frequency in parameter’s  Total haplotype frequency OR (95 % CI)  P-value
mi5in6R sub-groups
<& ¢m =8 gm
Tumor size {n = 92) C G [T 042 05T 1.0ed —
G A 023 0% [} 162 (lef-3.84 027
G G 015 .31 (15 258 (1.11-6002) 003
Negative Posidve
Nodal involvement (v = 93) C G 063 047 054 1.0ed —
G A 027 0 026 125 (p5-24H 051
G G LTIy 0o 19 Ao (146010 (L00G
Stage I-11 Stage TH-TV
TNM stage (n = §8) C G 065 050 05 100 —
G A 023 03 025 LAS (LT3-288) 029
G G 11 (R 1§ 250 (108624 0,03
Negative Posidve
Her? status {n = 97T C G 5% 045 055 1.0dy —
G A 025 00 024 LOT(051-225 08T
G G 014 (I 0.2 102 (135620 0L07

R odds ratio, CF confidence interval, (GPG Only clink -patholgic featires and genetic models showing significant di fferences are shown, S ignificant
resulis are emphasized in bold
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model of BC, sslective alpha adrenergic recsptons antagonists
(muwoscing), réduced tumor volume [29] Henes, further
detection of ADRA2d polymorphems that am assocmted
to poor BC prognosis may open the door for genotype-
based treatment testing in this disease.

Conclusion

Our study showed that ADRAZA polymorphism rs] 800544,
alone and in a haplotype combination with rs55 3668, is asso-
ciated with imdicators of BC poor prognosis: voung age at the
onset of the disese, premenopausal status, larger tumor size,
positive hvmph node mvolvement, advanced TWNM stages,
higher NPl and Her2 positive status. These data sugmest that
ADRAZ gemmling polvmorphism could represent a predictor
factor for BC prognosis. The two studied SNPs were not
asgociated to BC risk. However, further investigation of
other ADRA2A polymomphisms, either in BC risk or BC
prognosis, ars nseded
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Reésumeé

Le risgque ainsi gue ke promoctic du  cancer du sein [BC) ont £t€  associes 3 lobésité, au syndrome
metaboligue st auw  diabéte de type 2. Deux polymorphismes nueceotidigues simples [SNP) du géns
ADRAZA codant le récepteur adrénergigue o2& AR rsiBDDSAA =t rs553668, Staient associes 3 oes
troubles métaboligues. Nous avons £tudié Fassociation de ces SNP avec be risgue &t ke pronostic du BC.
Au total, 102 patientes atteintes de CS et 102 femmes témoins saines ont £t€ incluses dans Pétude. Les
SMP rslBD05Ad et rs553668 ont £t€ Studies par PCR en temps résl sur FADN extrait des leucooytes du
zang périphérigue. Les fréguences des génotypes ou des haplotypes chez les patientes et leurs tEmoins
ont £1€ comparées pour différents paramétres dinico-pathologigues et moléculaires.,

Mos résultats montrent une association significative entre le génotype &G rslB00544 £t le jeuns dZe au
moment du diagnostic (540 ans), ke statut pré-ménopausigue, une ples grande taille tumorale [=5cm),
Iemvahissement ganglionnaire, les stades THM avances (11A1W) et wun index pronostic de Nottingham
Eleve [MP1) [p <0,05). Il n'existait aucune association entre ke rsiBD0SA4 et e grade histopronostigue
5BR, les statuts d'expression du récepteur Her2 et des récepteurs o' cestrogénes ou de progestérons,
izolés ou en assocation dans la classification moleculaire. Le génotyps A& rsS5365E a £t assoOE au
jeune Sze au moment du diagnostic &t au statut prémeénopausiquelp <0,05). Uhaplotyps GA 3 £18
associé 3 ldge jeuns auw diagnostic (p = 0,03), et Maplotype &G a £t associé 3 Penvahissement
ganglionnaire, aux stades THM avances, auw statut Her2 positif &t 3 wne taille tumorale importants [p
=0,05). Par ailleurs, il n'existait awcune association entre oes polymorphizmes ow o= haplotypes =t e
risgue de CS [pe= 0,05).

En conclusion, cette £tude a montré gue les polymorphismes du géne ADR424 dans la lignés
germinalesont associés aux indicateurs de mauvais promostic du C5 mais pas avec la susceptibilite
'awoir ce cancer. Une enguéts plus approfondie sur d'autres polymorphismes du géne ADRAZA =t leur
association aved le risgque ou le pronostic du C5 sont nécessaires afin de renforcer ces ocbservations et
elle pourrait éventusliement conduire 3 une thérapie personnalisée bazée ke génotype.

Maots clés: ADRAZA SNP. Cancer du sein. Risque. Pronostic. Etude cas-témaoins.
Abstract

Breast camcer (BC) prognosis and risk were associated to obesity, metabolic syndrome and typs 2
diabetes mellitus. Two Single Nuceotide Polymorphizsms [SMPs) of the adrenergic receptor-za gens
[ADR&ZA): rsiEDDS44 and rs553668, have been associated to these metabolic disorders. we
investizated these SNPs in BC risk and prognosis. & total of 102 BC patients and 102 healthy controls
were included. The rslEDDS44 and rs553668 were determined by realtime PCR. Genotypes and
haplotypes freguencies between patients and controls, and for different clinico-pathologic parameters
were compared. We found a significant association of rslBDD544 GG genotype with young age at
diagnosis, premenopauwsal status, higher tumor size, metastazis in ymph nodss, advanced THM stages
and higher Mottingham Prognosis Indicator (NP1} (p < 0UDS). There was no assocation between
rs1BD0544 and SBR stages, HerZ, ER and PR statuses and the molecular clazsification. The rs553858E8 a8
genotype was associated to young age at diagnosis and premenopawsal status (p < 0.05) The haplotype
Gawas associated to the early age of diagnosis [p = 0.03), and the haplotype &G to higher tumor size,
hymph node involvement, advanced THMM stages and Her2 positive status [p < 0LDS). There was no
polymaorphism or haplotype association with BC risk (p = 0.05). ADRAZA polymorphizm i associated with
indicators BC poor prognosis but onot owith BC susceptibility. This is the first report susgesting that
ADRaZA germline gens pohymorphizm could represent a predicbor factor for BC ouwtcome. Further
investization of other ADRaz& pohymorphisms in BC risk or prognosis are needed and may lead to a

genotype-bazed therapy.
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