CCO Médecine moléculaire

Cours n°1

JABNOUNE Inès
Portraits moléculaires des cancers

I/ Qu’est ce que le cancer ?
 A) Généralités
          Le cancer est une pathologie vieille de l’Antiquité et c’est Hippocrate qui lui a donné son nom. Hippocrate a associé cette maladie à un crabe car certaines poussées de tumeur peuvent avoir des excroissances sous forme de crabe. En grec, ça donnait karkinos ou karkinoma d’où carcinome en français.
Pendant très longtemps, ça a été  une maladie incurable et certains types de cancer le sont toujours mais grâce à l’avancée de la recherche il y a de nombreux cancers qui sont guéris et vécus comme des maladies chroniques. On n’arrive pas forcément à s’en débarrasser mais on arrive à mettre les malades en rémission avec des conditions de vie acceptables.
· Le cancer est une maladie du génome, c’est une maladie génétique acquise par opposition aux maladies génétiques héréditaires même s’il existe également des composantes familiales d’un cancer mais ce ne sont pas des gènes qui donnent la maladie à coup sûr mais des gènes de prédisposition à un cancer comme par exemple le cancer du sein.

· C’est le fruit d’une évolution cellulaire clonale, il s’agit d’une cellule de départ qui va avoir des anomalies génétiques qui va induire un clone et donc multiplication de ces anomalies au sein de ses cellules filles et tout cela va donner naissance à un cancer à partir d’une cellule qui a été modifiée. 
· Cette évolution se réalise par accumulations successives d’anomalies génétiques. C’est une évolution qui peut être très lente qui peut durer une dizaine d’années car il ne suffit pas d’avoir une anomalie génétique mais en moyenne il faut 6 à 10 anomalies successives pour qu’une cellule initialement normale devienne anormale. Donc c’est vraiment une accumulation successive d’anomalies génétiques majeures qui vont permettre à la cellule d’échapper à ce qui  normalement la fait se tenir tranquille.
· C’est donc une carcinogenèse multi étape. 

On a un exemple typique avec les pathologies du côlon: le carcinome du colon. On a pu décortiquer un certain nombre d’évènements majeurs dans cette cancérogenèse dont notamment le départ ici qui est des cellules de côlon normales qui vont acquérir deux mutations d’un gène important qui est le gène APC et va former un polyp qui s’il reste tel quel ne va pas donner  une tumeur  bien méchante . Il va falloir une mutation supplémentaire qui est souvent la mutation d’un gène d’une petite protéine G virale. Du coup ce polyp va devenir ??? . Et puis ensuite il faudra d’autres évènements comme des aberrations chromosomiques plus ou moins importantes. En générale, les tumeurs sont des cellules qui ont un génome totalement remanié à la fin pour finir par avoir une véritable tumeur qui pourra acquérir des potentialités métastasiques, c.à.d., des capacités à s’enfuir du tissu dans lequel elles  ont pris naissance pour aller coloniser d’autres endroits via la circulation sanguine. C’est le summum de l’agressivité d’une cellule tumorale.
· Donc tout cela c’est cette cellule unique de départ qui a dérivé et réussi à échapper au contrôle de la croissance cellulaire harmonieuse. Les cellules dans l’organisme se renouvellent tout le temps donc ce phénomène de pouvoir croître, se différencier et redonner d’autres cellules filles est un phénomène naturel et ce qui n’est pas naturel c’est que tout cela ne soit pas contrôlé. 
B) Le cancer, une prolifération incontrôlée 
· N’importe quelle cellule peut donner naissance à un cancer mais c’est un processus long… Chaque étape qui est passée  peut être réversible, pour arriver à éliminer la cellule de départ initialement normale qui a commencé à acquérir des accumulations il faut  vraiment une succession d’évènement pour acquérir les 8 à 10 modifications majeures pour pouvoir entraîner un cancer.
· Un organisme possède  10^18 cellules en renouvellement perpétuel, il y a aussi des cellules qui se renouvellent très peu et d’autres qui  se renouvellent vite ou pas, comme la bordure en brosse du tube digestif qui se renouvelle très rapidement. Il y a des compartiments cellulaires différents mais on sait faire renouveler nos cellules pour pouvoir tenir toute une vie.
· Qu’est ce qui fait qu’une cellule est capable de se renouveler ou non ? Alors c’est effectivement un processus étroitement contrôlé. Il ya des signaux qui donnent des ordres :

· l’ordre de se diviser quand il y a besoin de renouveler un tissu tout simplement car ce tissu  a besoin d’être renouveler  régulièrement ou bien parce qu’il y a une lésion dans le tissu. Il ya un signal qui va dire à l’organe lésé quand c’est possible « divises-toi et répares l’erreur » et tout cela c’est sous le contrôle des facteurs de croissance (FC),  il ya des ordres précis de « tu te divises s’il y a des facteurs de croissance ». A ces FC sont couplés des récepteurs  des FC et donnent  l’ordre de se diviser.
· l’ordre de se suicider s’il ya un souci c’est ce qu’on appelle  la mort programmée ou l’apoptose. 
Le contrôle précis de ces deux ordres  à la cellule qui sont les FC pour la division, l’amplification et l’ordre de se suicider   font que les cellules se répliquent proprement sans anomalies et maintiennent l’organisme en état de marche correcte.
Ce schéma  montre effectivement que pour pouvoir devenir cancéreuse la cellule doit franchir les 6 étapes.
Elle va devoir :
· se diviser indépendamment  des FC, elle est suffisante en elle-même en FC

· pouvoir éviter de mourir car elle n’a plus les signaux qui lui disent qu’il y a une anomalie génétique accumulée et donc qu’il faut mourir. Ce signal là n’existe plus. 

· devenir insensible aux signaux de freinage des FC.
Avec ces trois phénomènes, cette cellule est devenue  une cellule cancéreuse et va acquérir des propriétés agressives qui sont : 
· envahir des extensions tissulaires et métastases. Les cellules qui sont cancéreuses et qui vont rester localisées dans le  tissu sont moins agressives que  celles qui vont s’épandre et aller coloniser d’autres tissus.
· capacité à former de nouveaux vaisseaux sanguins (angiogenèse), c’est très important pour qu’une tumeur puisse grossir car  tous les nutriments et tous ce qui est nécessaire à la croissance arrivent par les vaisseaux sanguins. Une tumeur est capable de la production de nouveaux vaisseaux. Elle est capable de sécréter un certain nombre de facteurs pour apporter un maximum de nutriments.
Ces 5 capacités conduisent à une  capacité de réplication infinie donc la croissance cellulaire n’est absolument plus contrôlée, il n’y a plus de freins ou d’accélération.
Ce sont des images de lames d’anatomo pathologie de tissu pulmonaires.

·  1er schéma :

On a d’abord un épithélium normal puis un début d’hyperplasie, c.à.d., qu’on a des cellules un peu anormales qui ont des formes un peu particulières qu’on reconnait en anatomo pathologie  puis on va donner un diagnostic d’une tumeur maligne et dysplasie c’est une déformation . On va avoir une avancée plus importante dans le processus d’oncogenèse  donc plusieurs mutations accumulées plusieurs anomalies  génétiques accumulées au fur et à mesure de ces changements on va voir apparaître  des cellules qui échappent de plus en plus au contrôle cellulaire avec une tumeur in situ qui reste cantonnée a l’organe qui commence à devenir relativement invasive pour être ensuite une vraie tumeur invasive qui est capable de rompre les membranes qui la compriment à un endroit, à partir de là c’est une tumeur maligne sur laquelle il va falloir intervenir.
· 2ème schéma :

C’est la représentation d’à peu près la même que ce qu’on a en lame, au dessus. On a des processus successifs avec une seule cellule initiale qui va accumuler une altération génétique puis plusieurs si entre temps elle n’a pas été éliminée la cellule va accumuler les anomalies. On peut rencontrer le cas ou l’organisme s’en débarrasse et l’affaire est close ou bien le cas ou les cellules vont continuer d’accumuler. Et c’est le fait d’accumuler ces anomalies  qui va leur donne un avantage sélectif  car elles vont avoir tendance à pousser plus facilement que les cellules normales. Il y a une certaine sélection de ces anomalies génétiques pour arriver jusqu’au stade cancer. Ca va mettre plus ou moins longtemps pour aller du stade d’hyperplasie à un stade de carcinome in situ puis à un cancer invasive. 
· Un cancer est cliniquement décelable lorsqu’ on atteint un certain nombre de cellules tumorales. Le temps que ça s’accumule ça peut prendre un certain nombre d’années.
C) LE cancer n’existe pas…
Il y a une énorme hétérogénéité au sein « du » cancer. Au sens propre, il n’y a pas de maladie cancer mais DES cancers. On peut les différencier en fonction :

-Des localisations tissulaires différentes

-tumeurs « liquides » : affectant les cellules sanguines

-tumeurs solides: affectant des tissus (sein, poumon…)

-Des atteintes tissulaires différentes

-épithélium : carcinome, c’est le cas de 80% des cancers, ce sont des  tumeurs qui se sont développées au détriment des cellules épithéliales.
-tissus conjonctifs (os) : sarcome

-sang ou organes lymphoïdes: hématopoïétique
Il y a différentes façon de classer le cancer. Toutes les tumeurs n’ont pas la même biologie, n’ont pas toute la même succession d’anomalies. Faire le portrait moléculaire d’une tumeur c’est essayer de disséquer au plus profond son altération.
II) Comment pose-t-on le diagnostic de cancer ?
A) Rôle de l’anatomo pathologiste
· Le rôle de l’anatomo pathologiste est essentiellement de poser le diagnostic du cancer. On a un microscope et une pièce opératoire. Un examen macroscopique est réalisé par l’anatomo pathologiste qui consiste à décrire l’aspect de l’organe pour ensuite le découper en petites lames et regarde au microscope l’aspect des cellules. Le diagnostic de malignité d’une tumeur ne peut être posé formellement que sur un prélèvement histologique (et/ou cytologique). Forcément, il faut analyser un fragment de la tumeur, une coupe cytologique quand il s’agit d’une tumeur hématopoïétique. Le diagnostic clair et net d’une tumeur est toujours posé par l’anatomo pathologiste. Mais maintenant, ces examens là ne suffisent plus.
· On a le patient, à qui on a diagnostiqué une masse que l’on va retirer, ici en l’occurrence il s’agit d’une tumeur mammaire. On a le tissu adipeux et une partie blanche qui est la tumeur qui présente une excroissance, elle est anarchique avec une forme bien délimitée.  Ce fragment est envoyé à l’anatomo pathologiste  qui va le soumettre à un examen macroscopique, c.à.d. une description, ce qui est vu à l’œil nu. Ensuite on fait des coupes, la pièce est fixée dans du formol puis incluse dans de la paraffine, ça donne des blocs de tissus qui se conservent très longtemps dans le  temps et permettent de faire la découpe en petites lamelles sur lesquelles on va faire le diagnostic  microscopique.Ici c’est un cancer du sein, on voit un canal galactophorique avec une prolifération tumorale à l’intérieur sur une coloration éosine safran.
B) Exemple d’un cancer du sein
D’après le pathologiste, c’est un adénocarcinome canalaire infiltrant : infiltrant car dépasse la lumière du canal, canalaire car touche le canal et adénocarcinome du tissu issu de l’épithélium mammaire.
Ensuite, il va décrire ce qu’il va voir en microscopie :

· peu différencié

· noyaux atypiques, assez bleu à la coloration

· nombreuses mitoses, des mitoses sur une lame montrent que c’est une tumeur qui prolifère beaucoup
Tout cela va donner des indications de grade qui vont permettre au clinicien de savoir si la tumeur est méchante ou non.

Un grade a une valeur pronostique sur l’histoire naturelle de la maladie. Un grade 3 est naturellement plus grave que le grade 1. Le grade a aussi une valeur prédictive de réponse au traitement, par exemple un grade 3 correspond à des tumeurs qui se multiplient très rapidement et qui répondent mieux aux chimiothérapies.

Tout ça va donner des indications au clinicien sur la taille de la tumeur, sur l’envahissement, le fait que déjà les cellules tumorales ont gagné d’autres organes différents des organes primaires de départ et ensuite des indications de grade. Tout cela donne des indications au clinicien pour la prise en charges des patients.
C) Les limites de ces classifications …
Mais la classification des cancers est encore plus complexe que juste une taille ou une agressivité au point microscopique.

Pour une même localisation, tumeurs peuvent avoir :
- des caractéristiques biologiques différentes, une tumeur du sein de Mme X ne peut absolument pas ressembler à la tumeur de Mme Y
- des comportements différents:

· sensibilité aux traitements, pour un même grade, pour une même taille de tumeur d’une patiente X va répondre au traitement alors que la patiente Y ne va pas y répondre, c.à.d, que morphologiquement on n’est pas capable de faire la différence entre la tumeur de Mme X et celle de Mme Y
· évolution naturelle de la maladie (agressivité, dissémination…) différente même au sein d’un même type de grade et de tumeur morphologiquement. 
Il  y a pleins de facteurs qu’on ne voit pas.
La courbe représentée est une courbe de survie, avec le nombre de mois de survie en abscisse et la probabilité de survie des patientes atteintes du cancer du sein en ordonnée. Très clairement, on a d’une part des un bras patientes qui vont plutôt bien avec une survie de 90% à 96 mois de suivie (en bleu) et d’autre part on a des patientes qui vont très mal, moins de 20% qui sont vivantes au bout de 40 mois (en rouge).
Il faut d’une façon ou d’une autre pouvoir les reconnaître pour pouvoir les traiter différemment, c.à.d, que les patientes qui ont l’air d’aller bien n’auront pas besoin de grand-chose, on leur enlève leur cancer et on n’a plus besoin de faire beaucoup plus. Certaines ont des tumeurs beaucoup plus agressives.
Tout ça c’est dans l’idée d’avoir une meilleure prise en charge, c’est réellement connaître la biologie de la tumeur, établir sa carte d’identité génétique. 

C’est savoir si cette tumeur est plus agressive car tels ou tels gènes sont altérés et si tel ou tel signalisation cellulaire  qui est complètement anarchique.
III) Les anomalies moléculaires des cancers.
Cancer = maladie génétique acquise

Certains cancers sont maîtres, ils ont des gènes maîtres comme P53 par exemple. Près de 50% de tous les cancers, localisation confondue  ont d’une façon ou d’une autre une aberration du gène P53, les 50% autres, sur lesquels on a pas trouvé d’altérations génétiques sur P53, ont une aberration génétique sur un partenaire de p53.  P53 est vraiment  un gène maître que la cellule va devoir modifier pour pouvoir devenir tumorale.

Il y a accumulation d’anomalies dans l’ADN de la cellule cancéreuse :

· qualitatives: mutations, délétions, translocations…

· quantitatives: amplifications, surexpressions…..

On a trois grandes familles de gènes altérés :

·  oncogènes: gènes dont la présence ou le fonctionnement excessif contribue à l’oncogenèse, car ils stimulent la prolifération cellulaire. Ce sont typiquement des gènes qui codent pour des récepteurs de FC, la cellule tumorale devient très sensible aux FC.
· anti oncogènes ou suppresseurs de tumeurs: gènes qui freinent la division des cellules ou provoquent leur mort programmée. Leur absence ou leur mauvais fonctionnement contribue à l’oncogenèse. Exemple de p53.
· gènes de la réparation de l’ADN: gènes permettant à la cellule de réparer son ADN lorsqu’il est endommagé : la déficience de ces gènes favorise l’apparition d’anomalies génétiques. Il existe un système de réparation qui assure le maintien de l’intégrité du génome. En effet, il ya des erreurs qui sont générées spontanément  qui subissent normalement le système de correction et que si elles ne sont pas réparées peuvent entraîner des accumulations d’anomalieset donc un cancer.
A)  La mise en évidences des anomalies moléculaires des cancers.
· Les anomalies ne sont pas visibles à l’œil nu. Il faut avoir du tissu frais, ne pas tout fixer car il va peut être falloir aller chercher au niveau moléculaire, c.à.d, au niveau des molécules du support de l’information, c.à.d, de l’ADN et de l’ARN. L’ARN est une molécule fragile qui lorsqu’elle est fixée et incluse en paraffine est très altérée et ne peut plus être analysée. Donc tout centre cancéreux qui se respecte à une politique de congélation des tumeurs parallèlement  à la politique de fixation indispensable au diagnostic. On congèle les fragments tumoraux que l’on va mettre dans la tumorothèque et on réalise une analyse moléculaire.  Tous ces diagnostics vont permettre une prise en charge particulière du patient adaptée à la tumeur.
B) Cas du récepteur aux œstrogènes : ESR1
1) Comment les mettre en évidence?

· Exemple du récepteur aux œstrogènes dans le cancer du sein: ESR1 

Importance des hormones dans le développement des tumeurs mammaires:
· Découverte de Beatson en 1896, efficacité thérapeutique de l’ovarectomie dans les formes avancées de cancer du sein. L’ablation des ovaires provoque la régression de la tumeur car elle est hormono dépendante et  l’ovaire est le siège de la synthèse des hormones stéroïdes. On enlève quelque chose qui permet à la tumeur de pousser. 60% des tumeurs du sein ont besoin des hormones œstrogènes pour se développer.  
· Découverte de Jansen en 1960, découverte du récepteur (alpha)  aux œstrogènes (cloné en 1985).
· 1996, découverte d’un 2ème récepteur (beta) aux œstrogènes. 
· Les tissus mammaires sont influencés par les hormones: œstrogène et progestérone produites en quantité variable tout au long de la vie: puberté, grossesse, allaitement... Ces hormones sont des signaux naturels de la prolifération des cellules mammaires. Au  moment de la puberté, il va falloir former les seins. Et donc il va y avoir sous l’effet des œstrogènes un développement de la glande mammaire et s’il y a grossesse on a développement de la glande mammaire pour qu’elle remplisse son rôle qui est la lactation puis perte de ces canaux quand fin de la lactation. Ces canaux ont besoin des œstrogènes pour se développer de façon physiologique, c’est indispensable au développement mammaire normal.
· Les œstrogènes agissent sur leur récepteur qui font parti de la famille des récepteurs nucléaires, ce sont donc des facteurs de transcription (avec un         module qui est le site de liaison à l’ADN, une structure en doigt de zinc et une partie rouge qui est le site de liaison à l’hormone). Lorsque les œstrogènes arrivent  dans la cellule (elles sont des molécules lipophiles, car hormones stéroïde donc traversent la membrane cellulaire) elles se fixent sur leurs récepteurs au niveau de la partie rouge et induisent un changement de conformation. Il y a alors dimérisation du récepteur et puis fixation sur les éléments de réponse ERE. ERE est une séquence consensus  reconnue par      le récepteur et qui va enclencher la synthèse de gènes cibles. Comme ce sont des facteurs de transcription, ils vont agir sur la transcription de gènes cibles qui  dans leur séquence promotrice  comportent un élément de réponse sur lequel il y a fixation du récepteur.
· Cette transcription de gènes cibles va induire la prolifération, la différenciation et la survie cellulaire.

Physiologiquement, cela conduit à un développement normal de la glande mammaire. Et s’il y a un excès de ce signal alors cette prolifération n’est plus contrôlée, elle devient anormale et ce  qui peut conduire à la tumorigenèse. C’est un des mécanismes par le quel 60% des tumeurs sur expriment le récepteur aux œstrogènes, il y a donc beaucoup de récepteur aux œstrogènes à l’intérieur de la cellule tumorale et va permettre d’être hyper réactif au signal de prolifération lié aux œstrogènes qui conduit à une prolifération excessive. 
· Pour mettre ce phénomène en évidence, on va augmenter le nombre de protéines codées par le gène ESR 1 qui est le gène qui code pour le récepteur aux œstrogènes alphas. L’anathomo pathologiste rajoute à son analyse morphologique et microscopique, une IHC. On utilise la reconnaissance antigène et anticorps, sur une lame avec une coupe de son tissu qui contient  les cellules de la tumeur mammaire qui présentent les antigènes, ici, le récepteur aux œstrogènes.  L’anatomo pathologiste a des anticorps à sa disposition qui sont dirigés spécifiquement contre les épitopes des antigènes de ce récepteur aux œstrogènes, c’est la reconnaissance antigènes-anticorps. On a ensuite un système de révélation qui va permettre d’amplifier le signal et une enzyme qui va reconnaître ce système de révélation avec une couleur qui va apparaître sur la lame. On a typiquement ici une coupe de tissu, avec pleins de petits noyaux qui sont marrons, marqués. Le chromogène a réagi, c.à.d, il y avait donc de l’anticorps qui s’est fixé sur l’antigène spécifique du récepteur aux œstrogènes. Et dans ce cas-là, on visualise la protéine. L’anatomo-pathologiste répond donc que c’est une tumeur qui sur exprime le récepteur aux œstrogènes.  Il y a un marquage nucléaire (plus ou moins intense, 1-3+) intéressant plus de 10% des cellules tumorales, et dans ce cas là qui sont ER +.
     2) Pourquoi les mettre en évidence ?

· A quoi ça sert de savoir si une tumeur est ER+ ? Ca rend la patiente éligible pour un traitement anti œstrogène (Tamoxifène, anti aromatase…).
Effectivement sur la courbe de survie, le fait d’exprimer ER ou non de façon normale explique au moins deux des branches de la survie des patientes :
· les patientes ER+, hormono sensibles ( en bleu) répondent bien au traitement et 90% d’entre elles sont toujours vivantes à 96 mois de suivie.
· les autres sont hormono résistantes, elles ont reçu le traitement mais visiblement ne répondent pas l’hormono thérapie.
Ce qui veut dire que fait de connaître le statut du récepteur aux œstrogènes ne suffit pas, ça va permettre de traiter les patientes de façon différente. Si elles n’exprimaient pas le récepteur aux œstrogènes, elles ne recevraient pas de Tamoxifène mais au sein de celles qui reçoivent le traitement, toutes n’y répondent pas.

C) Exemple de HER2 dans le cancer du sein.
1)  Comment les mettre en évidence ?
· Le récepteur HER 2 est un récepteur à FC. C’est un gène maître dans le cancer du sein, il est localisé sur le chromosome 17 au niveau du bras long. Il a une activité tyrosine kinase. Ce récepteur  expose à la surface avec un domaine extracellulaire  enchâssé dans la membrane  plasmique de la cellule et une partie intracellulaire qui comporte une activité TK qui phosphoryle (= signal on/off).

ER est un récepteur qui fait parti de la famille des récepteurs aux FC et l’un des objectifs des cellules tumorales c’est de pouvoir se passer des FC ou au contraire être dépendante de ces FC et essayer de  leur répondre très fortement de manière excessive à ces récepteurs.
· Mécanisme d’action des récepteurs à activité TK :
Ce récepteur est monomérique à l’état physiologique quand il n’est pas stimulé, lorsqu’il reçoit une stimulation il se dimérise et l’activité TK s’exerce sur le partenaire, sur le dimère donc il s’autophopshoryle et le fait de s’autophosphoryler mutuellement  ils vont activer de nombreux seconds messagers via des cascades de phosphorylation qui vont activer de nombreuses voies de signalisation qui vont aboutir à la croissance de la cellule car ce sont des FC.   

Nous avons deux voies. Donc on a tout d’abord un schéma général pour  les récepteurs aux FC qui sont représentés avec un domaine extra cytoplasmique et intra cytoplasmique avec l’activité tyrosine kinase. On a essentiellement deux grandes voies qui peuvent être activées : 
1) la voie ERK/MAPK  avec transduction du signal aux petites protéines G qui passe par RAS tout ça conduisant à l’activation d’ERK qui active la prolifération cellulaire et la croissance cellulaire. Toujours en biologie ce sont les FC qui vont activer la croissance cellulaire. 
2) Une autre voie qui est celle de la PI3K, la phosphorylation va se transmettre par des acteurs secondaires qui sont  la PI3K, AKT  et qui va aboutir sur mTOR  pour lancer la croissance cellulaire et la prolifération, ça va au substrat du noyau et puis les voies d’apoptose ici en bloquant les voies d’apoptose. 
· On a des signaux de la cellule qui vont aboutir à augmenter la croissance cellulaire, la prolifération et inhiber la mort cellulaire. Si ici les récepteurs de FC sont très nombreux à la surface de la cellule, la cellule va hyper réagir aux FC et donc toutes ces voies de signalisation vont être hyper activées   et conduire à la prolifération cellulaire accrue et non régulée et aboutir à la formation et à l’entretien d’une tumeur. 
· Mécanisme de tumorigénèse induite par HER2 :
Le mécanisme d’action des récepteurs à activité TK est précisément ce qui se passe pour HER 2, dans le cadre d’un certain nombre du cancer du  sein on a un amplicon de HER 2 qui apparaît. L’amplicon est un fragment du chromosome 17 environ 280 kb centré autour de HER 2 qui est recopié un grand nombre de fois. On peut avoir de 25 jusqu’à 50 copies du gène au lieu d’avoir un allèle par chromosome. On a donc beaucoup de gènes HER 2 détectés, qui conduisent à beaucoup d’ARN HER 2  et donc à beaucoup de protéines HER 2 (= petites boules violettes représentées). La cellule est donc tapissée de récepteurs prêts à sauter sur le moindre FC qui traîne et du coup hyper stimuli c’est ce qui explique une hyper activation de TK qui  hyper stimule la cellule et qui conduit à la transformation cellulaire.
· Mise en évidence de ces anomalies par :
· Augmentation du nombre de protéines codées par le gène :
On met ces anomalies en évidence par amplification génique, c.à.d,  on regarde à un niveau l’augmentation du nombre de copies du gène contrairement au récepteur aux œstrogènes qui a toujours deux copies et ou c’est l’expression qui est augmentée, en revanche ici le nombre de copies du gène qui dérégulé donc on va regarder le nombre de copie du gène. Les copies du gène sont toutes transcrites, on a un nombre augmenté de messagers qui sont traduits et induisent donc une augmentation du nombre de protéines qui sont codées par ce gène. On a donc trois niveaux pour déterminer l’anomalie génétique de la tumeur : ADN, ARN ou protéine. 
Soit l’anatomo pathologiste le fait  comme tout à l’heure pour le récepteur aux œstrogènes, en voyant l’augmentation du nombre de protéines codées en IHC. 
Et là on a en IHC, absence de marquage des cellules qui sont juste bleues, le marquage de base, on n’a pas de marquage marron qui est le marquage lié à la formation du chromogène. Tout est codé par des scores :

1) Si on commence à avoir un petit de marquage marron
2)  Si on a un  score de 2+ qui est un score ambiguë pour l’anatomo pathologiste, il ne sait pas ce qui est positif ou négatif  donc il ne répond pas. Il lui faut une confirmation.

3) Lorsque le score est 3+ qui est caractéristique, on a le pourtour de la cellule, et non pas le noyau comme tout à l’heure, qui est complètement entouré de marron comme si on avait surligné et c’est le marquage parce qu’il n’y a que des récepteurs HER2 à la surface de ces cellules et du coup les anticorps réagissent dessus d’où la coloration de tout le pourtour. Pour un score 3+, on dit la tumeur sur exprime le récepteur HER 2.
· Augmentation du nombre de copies du gène :
On peut aussi déterminer le nombre de copie  du gène par hybridation moléculaire in situ ou FISH. On a des sondes, des séquences de nucléotides qui reconnaissent spécifiquement un fragment de l’ADN de HER2 qui vont être marqués d’une certaine couleur, avec le fluorochrome, en l’occurrence ici la sonde  ERBB2 pour HER2. ERBB2 c’est le nom officiel du gène. Donc ERBB2 est marqué en rouge et tous les spots rouges représentent un endroit ou il y a du HER2, donc la sonde a été se fixer sur une copie. On a autant de copies que de spot. Avec un petit bémol c’est que lorsqu’on a beaucoup de copies côte à côte le spot est très gros. Pour être sûr que c’est une amplification du gène  que de HER2 et non pas une altération du nombre  de chromosome 17, on dirige une sonde contre une partie centromérique du chromosome 17 qui est ici en vert. Ca veut que le génome de notre cellule est bien diploïde, on a bien 2 chromosomes 17, et  le fait d’avoir beaucoup de spots rouges sur ERBB2 alors qu’il n’y a que 2 spots sur le centrosome du chromosome 17 ça montre qu’il y a vraiment amplification et pas seulement augmentation du nombre de chromosome. On peut aussi le faire autrement, par PCR en temps réel. On peut quantifier le nombre de copies de gènes en PCR en temps réel ou quantifier un nombre de transcrit d’ARNm pour observer l’augmentation de leurs copies.

2) Pourquoi les mettre en évidence ?

· Après ça on voit que 18 à 20% des cancers du sein sur expriment HER2 par amplification génique. 

· Et ça veut donc dire que c’est un facteur de mauvais pronostic :

· tumeur naturellement plus agressives,  elles ont un avantage de prolifération supplémentaire, elles sont poussées vers la prolifération par ces FC.

· tendance aux métastases cérébrales, elles ont des particularités biologiques du fait de cette sur expression 

· survie sans évènement et survie globale plus courte du fait de la maladie plus agressive. 

· C’est aussi un facteur prédictif, c.à.d, que quand on retrouve une sur   expression de HER2, on va pouvoir leur proposer un traitement différent :

· réponse au traitement ciblée anti HER2, le fait de sur exprimer le récepteur on va essayer de bloquer cette signalisation
· de non réponse a l’hormonothérapie, même si les patientes  sont ER+, on leur met des anti œstrogènes elles ne répondent pas bien car leurs cellules  sont poussées à proliférer non plus par ER mais essentiellement par HER2 

· sensibilité accrue à un certain nombre de chimiothérapies et taxanes.
On revient vers notre petite courbe de survie de toute à l’heure. Les deux courbes de patientes qui étaient ER+,  celles-ci qui étaient hormono sensibles qui répondaient à l’hormono thérapie ne sur expriment  pas HER2 alors que les autres patients qui répondent beaucoup moins bien à un traitement par Tamoxifène, à l’hormono thérapie c’est parce qu’elles n’ont pas que ER  sur exprimé mais aussi HER2 sur exprimé.

· Rien qu’avec deux marqueurs on peut distinguer des comportements tumoraux différents alors que morphologiquement ce sont des tumeurs qui se ressemblent.
· Déterminer l’éligibilité à la thérapeutique ciblée anti HER2 :
Pourquoi les mettre en évidence? C’est que en partie le fait de  sur exprimer HER2, ça permet de déterminer une éligibilité thérapeutique ciblée qui est un anticorps monoclonale qui va être dirigé contre la partie extracellulaire de HER2 qui va venir bloquer. C’est un anticorps  qui s’appelle trastuzumab (herceptine). Ca va augmenter la dégradation de HER2 qui ne va plus être exposé à la surface de la cellule, diminuer les signaux d’activation, empêcher le clivage de la partie extracellulaire et provoquer l’ADCC qui est la réaction immunitaire qui va permettre aux cellules de l’immunité de reconnaître cet élément qui est opsonisé , comme une bactéries qui serait recouverte d’anticorps,  reconnu pour être éliminé. Tout cela va enclencher la destruction des cellules qui sur expriment HER2.
Le schéma représente une cellule de l’immunité qui va reconnaître les cellules qui ont  à leur surface des anticorps Herceptine pour éliminer cette cellule et donc élimination de la voie de signalisation car blocage du récepteur en soi. 

·    Or  dans la courbe de survie, pour les patientes de la courbe bleue, on peut penser qu’il suffit de les traiter par un Tamoxifène anti ER et anti HER2. Eh bien non ça ne suffit pas. En effet cette thérapeutique anti HER2  ne marche que chez 30 à 35% des patientes qui sur expriment HER2. C’est pour cela que pour la plupart des tumeurs on n’arrive pas à les guérir et deviennent par conséquent des maladies chroniques. 
C) Un portrait moléculaire du cancer

D’ou l’intérêt de faire des portraits moléculaires complets. On a regardé un ou deux marqueurs qui sont certes importants et utilisés en routine tout le temps. Lorsqu’on a une patiente qui a une tumeur du sein, on va caractériser le récepteur aux œstrogènes, à la progestérone. En effet gène qui code pour le récepteur à la progestérone est un gène cible du récepteur aux œstrogènes. 

Ensuite  on fait aussi une recherche de la sur expression de HER2.  
C’est le check up complet d’une tumeur chez une patiente avant de prendre une décision thérapeutique. 
Dans le portrait moléculaire, on a une hétérogénéité de tumeurs avec des voies de signalisation altérées de façon différente avec plusieurs facteurs qui interviennent à la manière d’une combinatoire infinie, du coup assez compliqué à résoudre. Traiter tous les cancers du sein de la même façon est une aberration, c.à.d, par exemple, une même chimiothérapie pour toutes les patientes qui présentent une prolifération tumorale ou le seul point commun est que cette prolifération se passe au détriment d’une cellule mammaire est une aberration.   
1) Un portrait moléculaire du cancer, qu’est-ce que c’est ?

On sait que le génome est identique dans chaque cellule d’un organisme mais ce n’est pas pour ça que toutes nos cellules se ressemblent et expriment la même chose. 

 Au contraire, les gènes peuvent avoir une expression génique spécifique et   différentiée :

· dans le temps (stades du développement)

· dans l’espace (type cellulaire, tissulaire ou organique)

· caractéristique d’un état (normal, pathologique, réponse à un stimulus)

Les gènes ne s’expriment pas tous en même temps, c’est une espèce de carte d’identité de la cellule à un moment donné. On a tous les mêmes gènes sauf les cellules  pathologiques, exemple de HER2 ou  on a plus deux copies du gène mais un grand nombre par amplification génique. Normalement une cellule normale a un même nombre de gènes, une même configuration de gène  que la cellule voisine mais elle n’a pas  forcément les mêmes allèles et les mêmes protéines. Un portrait moléculaire, c’est regarder tout cela. 
L’épigénétique est une complexité supplémentaire.
Plusieurs niveaux de complexité pour exploiter et comprendre le fonctionnement de l’information génétique d’une cellule. 
On a au niveau génique, le génome lui-même, c’est l’importance de tout ce qui est séquençage des génomes pour savoir ce qui est pathologique et physiologique. On a ensuite le transcriptome qui est l’analyse des transcrits, les ARNm de la cellule et enfin le protéome qui est le profil protéique donc l’expression de toutes les protéines de la cellule à un moment donné.
· Tous ça c’est ce qu’on appelé la révolution des omics car c’est génomique, transcriptomique et protéomique. C’est une façon de voir la biologie autrement c’est une vision globale permettant une nouvelle façon d’analyser les phénomènes biologiques.
2) Un portrait moléculaire du cancer, comment ?
· L’analyse par hybridation comparative : CGH
Au niveau génomique, on a une première méthode qui  est l’analyse par hybridation comparative : CGH. On va essayer de détecter un grand nombre de remaniements géniques en même temps pour donner des profils géniques complets, comme toute à l’heure on a été regardé HER2, le nombre de copies de HER2 dans des cellules différentes  Ca permet d’analyser tout le génome en même temps afin d’avoir pour chaque patiente une référence. 

Donc on mélange l’ADN du patient et celui de référence pour ensuite hybrider le tout sur des sondes qui sont réparties sur différentes parties du génome. 
 Si on a une sur représentation d’un gène, on va avoir un gain c’est l’hybridation en rouge. Et on va avoir des pertes en vert car moins de nombre de gènes chez le patient que ceux de référence et donc on va par différence avoir plus de vert que de rouge. 
Et tout ça va nous permettre de faire des cartes au fur et à mesure ou on descend dans les localisations dans le génome. On va avoir des cartes de l’état des chromosomes  au niveau de la tumeur avec à l’état 0 autant de copies de référence que sur la cellule normale. Et puis de temps en temps, en allant vers +1, +2, on va avoir des gains des régions chromosomiques qui vont être en surnombre  par rapport à un individu normal et on n’en a pas sur cette représentation mais on peut avoir des déplacements vers des -1, -2  et dans ce cas là ce sont des pertes.

Tout ça nous permet de dire que dans la tumeur de Mme X,  elle  a perdu tel chromosome, tel partie de chromosome qui contient tel gène et elle a gagné tel partie de chromosome  qui contient tel gènes. Ca permet d’analyser le contenu, le remaniement génique complet pas seulement celui de HER2 mais celui de tout. Ce ne sont pas des techniques qui sont utilisées en routine car c’est excessivement coûteux et long. Ce sont des méthodes exploratoires qui permettent de sortir du lot, des gènes  qui sont importants. 
· L’analyse du transcriptome : les puces à ADN
On peut faire également la même chose au niveau du transcriptome, on va le comparer. L’analyse du transcriptome, c’est l’analyse du contenu en ARNm d’une tumeur selon le même principe que précédemment. Quand on a une sur représentation des ARNm, on a une sur expression et quand on a une sous représentation de l’ARNm, on a une sous expression. 
Ca évalue l’expression du génome et chaque spot est une position  sur un gène déterminé, sur  un ARNm d’un gène. 
Selon le même principe, on prépare des ARN qui on verra tout à l’heure sont  des ADN.
On les hybride et on voit s’ils sont sur représentés ou sous représentés par rapport à une référence. Le but est d’analyser l’expression d’un grand nombre d’ARNm simultanément.

C’est ce qu’on appelle les puces à ADN dans l’analyse des ARN car ces ARN on va les transformer en molécules d’ADNc. Les puces actuelles qui comportent des ARNm de plus de 25 000 gènes, ce qui veut dire qu’on n’analyse plus comme tout à l’heure l’ARNm d’un gène mais on analyse tout  en même temps. Et ça donne des profils d’expression, ça peut s’apparenter à un espèce de code barre, c.à.d,  on va avoir  toutes les tâches de couleur : du vert ça veut dire que c’est sous exprimé et en rouge que c’est sur exprimé. En colonne, on a un patient et en ligne un ARNm correspondant à un gène.

 Il va falloir un traitement informatique assez puissant qui va être capable de regrouper les patients qui se ressemblent au niveau de leur transcriptome, c.à.d., mettre ensemble des tumeurs  qui seraient plutôt vertes ou rouges et faire des sous classe, des  sous groupe de patients avec ces espèces de profil d’expression qui sont des réels codes barre capable de reconnaître une tumeur plutôt qu’une autre et c’est intrinsèquement leur portrait moléculaire.
· Les travers de la technique :
Sur les 25000 gènes étudiés, en fonction des situations il va y en avoir  1000 qui vont être intéressants. Et on va pouvoir extraire, après toutes ces analyses compliquées, 1000 qui vont être intéressants pour passer en revue une cinquantaine. Ca permet de dégrossir. En pratique, on utilisera parmi ces 50 gènes que 3 ou 4. 

Les travers de la technique c’est qu’on génère  un nombre de données absolument hallucinant. Quand on analyse 20 chromosomes  en même temps sur un échantillon de 50 tumeurs différentes, on a une banque de données hallucinantes. Ca nécessite d’avoir des traitements informatiques très importants d’où le développement d’un métier qui ne s’est pas fait de façon importante qui est le bio informaticien. Ca nécessite aussi d’aller retrouver  les gènes intéressants.

Nécessité de développement des méthodes qui reconnaissent les gènes pertinents du bruit de fond du  fait de :
· variabilité entre les microarrays

· variabilité dans la technique : marquage des ARN, hybridation, différences entre plateformes

· variabilité biologique : qualité des ARN, états des stress des cellules

· Grande technicité et expertise.
· Les étapes d’une expérience utilisant des puces à ADN 
3)  Un portrait moléculaire du cancer, pour quoi faire?

· Avoir une approche globale des altérations géniques d’une tumeur, que ce soit au niveau du génome ou au niveau de son profil d’expression, exemple pour les récepteurs aux œstrogènes ou on a pas d’altérations au niveau génomique, on a un ADN normal mais c’est au niveau de la transcription que c’est altéré. Tout pour arriver à :

· définir de nouvelles classifications des cancers, au niveau ADN, ARN et protéines pour essayer de définir des classes encore plus homogènes de maladies.
· générer des prédicteurs moléculaires, si on arrivait à sortir une cinquantaine de gènes importants du lot pour classer les tumeurs, ça nous permettrait d’avoir des outils moléculaires supplémentaires pour typer ces tumeurs
· permettre un tri moléculaire des tumeurs permettant de personnaliser le traitement. Exemple de HER2,  quand HER2 est amplifié, on a développé des anticorps dirigés  contre cette cible thérapeutique. On arrive à avoir une solution thérapeutique pour 30% à 35% des patientes. 
Et le but en recherchant les gènes altérés de façon constante dans certains types de cancer c’est arriver à  trouver la bonne population liée à cette altération et à lui proposer une thérapeutique qui lui est spécifique. C’est ce qu’on appelle les thérapeutiques ciblées. 

· Tous ces portraits moléculaires sont des approches exploratoires, c’est financièrement impossible mais c’est une  manière d’avancer et de tirer le maximum d’information. 

· Objectifs de la personnalisation thérapeutique :
L’objectif est de personnaliser la thérapeutique si on arrive à trouver au sein de ces patients, qui ont par exemple un cancer du poumon, se présentent tous avec une tumeur qui est  morphologiquement une tumeur du poumon. Le but  c’est d’arriver à trouver la toxicité au milieu de tout ça, la résistance et les patients pouvant bénéficier du traitement classique pour savoir qui va pouvoir répondre à quel type de traitement, à  qui on administre tel ou tel chimiothérapie, tel ou tel thérapeutique ciblée pour essayer d’être le plus efficace et pertinent possible. Dans la même idée c’est donner la bonne drogue au bon patient, créer des sous classes de malade plutôt que donner des chimiothérapies agressives qui donnent beaucoup d’effets secondaires qui ne sont pas forcément efficaces. 
4)  Un portrait  moléculaire du cancer : exemple du cancer du sein.
Buts :
· compléter les analyses histologiques des biopsies afin de classer les cancers selon leur signature moléculaire, parmi toutes ces patientes il y en avait qui avaient des tumeurs qui se ressemblaient mais qui se comportent différemment, l’idée était de subdiviser en classes plus homogènes
· identifier les gènes dont le dérèglement pourrait aider à la compréhension de la maladie, l’évolution n’était pas la même donc la génétique de la maladie n’était pas la même aussi
· identifier les  effets des traitements des cellules cancéreuses, avoir des cibles thérapeutiques précises
· identifier des nouvelles cibles thérapeutiques.

Approche :

Effectuer l’analyse comparative du profil d’expression des gènes dans de nombreuses biopsies prélevées sur un grand nombre de patients atteints de la même pathologie, ayant répondu de manière diverse au traitement.

· Ce sont les néerlandais qui ont commencé. Ils se sont dit prenons  dans l’institut néerlandais du cancer, 200 patients né entre tel  année et tel année et systématiquement prenons une biopsie et analysons là de façon extensive  et voyons ce qui se passe.
· Ils avaient des marqueurs historiques :
· taille de la tumeur

· le grade qui tient compte de l’agressivité de la tumeur du fait qu’il y ait beaucoup de mitose, de la prolifération importante. Plus le grade est fort , plus la patiente  reçoit un traitement agressif.
· statut des récepteurs aux œstrogènes et progestérone
Mais cela ne suffit pas à rendre compte de la grande variation clinique du cancer du sein…
· Qu’est-ce qu’ils ont fait les néerlandais ? 

Alors ils ont  pris du tissus de la tumeur, c’est là que  le fait d’avoir des tissus congelés est très importantes car ce genre d’analyse ne peut pas se faire sur de la tumeur fixée ce qu’on appelle  du tissu frais. 
Ils en ont extrait des ARNm de leur tumeur qui ont été marqués pour ensuite faire une hybridation sur des puces à ADN et puis ils ont  analysé  leur cohorte des patientes au niveau moléculaire. 
Donc comme toute à l’heure, on a des patientes qui sont en colonne et les gènes en ligne et quand l’informatique a regroupé  ces profils en fonction de la sur expression ou de la sous expression des ARNm, ils ont réussi à regrouper des tumeurs selon le niveau d’expression  de leurs gènes. Et c’est ça qu’on a appelé un portrait moléculaire de cancer.  Ca veut dire que  les tumeurs, qui sont très rouges, très sur exprimés et ont des ARNm importants ne ressemblent pas aux tumeurs d’à côté qui ne sur expriment pas, n’ont pas d’ARNm sur exprimés pour les gènes en question. 
· C’est une vraie hétérogénéité globale, l’expression des gènes est très différente d’une tumeur à l’autre en les regardant individuellement mais il y a quand même une certaine homogénéité dans les sous groupes. En effet les patientes ont des comportements moléculaires différents  et on arrive à les classer en fonction de leur profil d’expression. 
· On a retrouvé deux types de tumeurs du sein différentes au niveau  moléculaire et biologique et  on savait que celles qui sur exprimaient le récepteur aux œstrogènes ER+  avaient une maladie différente de celles  qui ne le sur exprimaient pas, qui sont  ER-.   

Mais au sein des patientes ER+ et ER-, on a différentes classes qui  ne donnent pas la même chose. 
· On savait que les patientes ER+ sont en général des tumeurs d’évolution plutôt lente, plus de 60%  des tumeurs du sein, à bon pronostic  et hormonosensibles (répondent aux hormono thérapies au Tamoxifène…) mais peu chimiosensibles.  Mais au sein de ce groupe, dans les ER+, il y a des tumeurs plus agressives qui répondent moins bien et qui nécessitent des traitements plus agressives (en bleu ciel dans la courbe de survie). 
· Du côté des ER-, les tumeurs sont agressives, à mauvais pronostic, même si au sein  de ce groupe  certains répondent plutôt bien au traitement, et chimiosensibles (cf la courbe de survie). 

Avant on mettait tout le monde ensemble, on leur  donnait une chimiothérapie pour essayer de tuer la maladie alors que certains n’en avaient pas besoin.  Il faut traiter les patientes de manière spécifique, ce  qui n’est possible que si la biologie de la tumeur est connue.

· Les profils moléculaires par microarrays démontrent  l’hétérogénéité biologique de se qu’on voyait en clinique. Le fait d’avoir des hétérogénéités tumorales très importantes, une présentation clinique différente, ça s’est montré par la biologie même de la tumeur qui se retrouve en biologie au niveau des voies de signalisation  qui sont  altérées, qui ne sont pas les mêmes aberrations génétiques, d’une tumeur à l’autre même si elles sont localisées dans le sein, même si c’est la même localisation, le même type cellulaire, l’épithélium  qui est touché ? ils ne sont pas touchés de la même façon. 

      Ca explique la grande hétérogénéité clinique, observée depuis longtemps.

Le cancer du sein n’existe pas, il existe des cancers du sein qui nécessitent une prise en charge différente, une thérapeutique ciblée.
La classification moléculaire change la prise en charge du cancer du sein.
· Comment déterminer qu’une patiente atteinte de cancer du sein, qui n’a pas encore commencé à disséminer, a un risque important de rechute ?
Donc c’est une autre utilisation du portrait moléculaire dans le cancer du sein.

La vraie  prise en charge d’un cancer du sein est la chirurgie et quand on fait de la chimiothérapie adjuvante on essaie de tuer les cellules qui auraient pu résister ou commencer à se disséminer. Si on fait de la chimiothérapie adjuvante, on se bat contre un fantôme car on a normalement retiré  la tumeur et on essaie de tuer les quelques cellules qui auraient potentiellement disséminé. On ne sait pas trop ce qu’on fait, on a un bazooka mais pas de cible. Est-ce qu’on ne pourrait pas prévoir quand on enlève la tumeur si c’est une tumeur qui a déjà commencé à métastaser ou si c’est une tumeur qui n’est pas méchante et qui s’est cantonnée au sein.

Ces portraits moléculaires peuvent essayer de répondre à cette question. 
· Si dès le départ sur la pièce opératoire on arrive à dire oui cette  patiente est de bon pronostic elle a une tumeur dont la biologie nous fait penser que ses cellules n’ont pas la capacité de se disséminer dans ce cas on peut se contenter de faire une thérapeutique allégée moins agressive juste de la chirurgie éventuellement de la radiothérapie. 
· Si on a une patiente de mauvais pronostic la biologie de la tumeur fait qu’on peut craindre que les cellules se soient déjà disséminées ailleurs dans ce cas pour ces patientes il faut faire une chimiothérapie adjuvante. 
· C’est ce qu’on a fait grâce aux signatures moléculaires, ils ont comparé la biologie de la tumeur de patientes ayant rechutés et de patientes n’ayant pas rechutés pour essayer de voir s’il y a des marqueurs  biologiques de cette agressivité.
· Dans NATURE en 2002, ils ont effectivement comparé des profils d’expression sur des patientes.

On avait pour des tumeurs du sein :

    -    34 métastasiques dans les 5 ans, qui ont rechuté.

 -    44 en survie sans d’évènements : pas de rechutes et pas de métastases.
· Premièrement :
Ils ont fait  l’analyse du niveau d’expression des ARNm, et les ont  classés informatiquement. On a en haut des profils qui se ressemblent et en dessous des profils assez différents. Toujours de la même façon, les tumeurs sont classées en ligne et les gènes en colonne. 
En fonction des différents critères qu’ils avaient, dont le récepteur aux œstrogènes et les métastases ( on ne va s’intéresser qu’à ceux là),  le profil du haut correspondait à des patientes qui étaient ER+  à bon pronostic et pour lesquelles seulement 34% avaient des métastases alors qu’en dessous ce sont des patientes ER-  à mauvais pronostics et 70% étaient en progression. 
Et les barres blanches, ça voulait dire que c’est des patientes soit métastasique soit en progression  contrairement aux barres noires. Ici la majorité des patients en bas sont effectivement en rechute alors que la majorité des patientes en bas ne le sont pas. 
Il y a donc des gènes qui permettent de dire que des patientes sont de bons pronostics et d’autres de mauvais pronostics. Ils ont réussi à sortir de cet ensemble de gènes, donc en rappel ce sont des puces qui contenaient 25000 gènes, parmi les 25000 tous ne sont pas d’intérêt, tous ne diffèrent pas d’un groupe à l’autre des patients, on les donc retire de l’analyse, 5000  gènes significativement  différemment exprimés. Parmi  ces 5000 gènes, ils en ont sélectionné 70 dont la combinatoire leur permettent de prédire des tumeurs de  bons et mauvais pronostic. 
· Deuxièmement :
Ils ont effectué une analyse mathématique qui leur a permis de dire : si je regarde 70 de ces 5000 gènes  çà suffira  à dire j’ai des tumeurs de bons ou mauvais pronostic. 
Effectivement quand  on regarde le profil d’expression génique de la tumeur initiale, ça  permet de prédire le pronostic métastasique et  en haut il  y a peu de barres blanches donc peu de métastases dans ce groupe de patient ou au contraire beaucoup de barres blanches en bas. 
En effet quand initialement des gens  avaient la mauvaise signature, celle du mauvais pronostic,  ils avaient beaucoup de chances à évoluer vers la métastase.
L’intérêt est de pouvoir dire : si j’arrive à déterminer d’emblée sur la tumeur grâce à l’expression d’un certain nombre de gènes intéressants, ici les 70, le bon ou mauvais pronostic alors je ne vais administrer la chimiothérapie adjuvante qu’à celles qui ont un risque de rechute. 
Ils ont vérifié ça car  toutes les analyses statistiques pour prédire, quand on analyse 25000 paramètres sur une centaine de patients, la probabilité que par hasard on arrive à trouver des combinatoires qui forment des groupes qui soient liés au hasard  n’est pas négligeable. 
Ca veut dire que toutes ces analyses moléculaires, il faut les répéter. 
· Troisièmement :
Ils ont répété ça assez rapidement derrière.

Et donc sur 300 patientes presque, on voit sur les courbes de survie la probabilité de rechute en fonction des années. Il y avait des patientes qui avaient la bonne signature, c’est la courbe bleue, elles ont une probabilité de rechute et de métastase assez faible. 
80% des patientes n’ont pas de métastase à ce stade là alors que celles qui ont la mauvaise signature ont 50% de chances d’avoir des métastases.

· En ce moment il y a un essai clinique en cours. Ce test de 70 gènes qui s’appelle MammaPrint  est commercialisé et a été approuvé par la FDA qui est un organisme des USA.
C’est un test pronostic pour la récidive du cancer du sein utilisant de 70 gènes, fournit des renseignements importants pour la gestion efficace des patientes. 
Il vise à ne traiter que les patientes qui ont un profil de mauvais pronostic et n’ont pas celle qui ont un bon pronostic qui soit disant ne risque rien. Ce test va justement confirmer si les patientes à bon pronostic ont la bonne signature dans le cas contraire elles auront été sous traiter.
Nouvelle prise en charge possible de ces tumeurs de bon pronostic. Le but est de personnaliser la prise en charge.

5) Un portrait moléculaire du cancer : conclusion

Etudier la biologie des tumeurs permet:

-       de comprendre les mécanismes de l’oncogenèse
-       de classer les malades selon l’altération globale de leurs cellules

                 tumorales
-       de déterminer de nouvelles cibles du traitement antitumoral
-        adapter la thérapeutique à la tumeur du patient
