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Quelques aspects de I'apport des biotechnologies dans
le diagnostic et le traitement du cancer du sein

La protéine human epidermal growth factor receptor 2 (HERZ2), récepteur du facteur de
croissance EGF, est hyper-exprimée dans environ 20% des carcinomes invasifs du sein.
C'est un récepteur tyrosine-kinase dont I'hyper-expression est liee a I'amplification.du
géne codant la protéine HER2 située sur le chromosome 17.

Le développement d'un anticorps monoclonal humanisé anti-HERZ et son introduction en
therapeutique en association avec d’autres chimiothérapies, ont permis (des progrés
significatifs dans la survie des patientes métastasiques présentant un cancerqui provoque
une hyper-expression de la protéine HERZ2.

1. Le récepteur membranaire HER2 (4,5 points)

Le document 1 représente un schéma de l'ultrastructure de la membrane cytoplasmique
dans l'espace.

1.1. Légender le document 1 aprés avoir reporte les<tumeéros sur la copie.

Le récepteur HERZ2 appartient a la famille de réceptedrs a activité enzymatique de type
tyrosine kinase.

1.2. Construire un schéma annoté et orienté dans I'espace, de ce type de récepteur, en
représentant ses différents domaines fonctionnels.

1.3. Expliquer comment ce récepteur permet la transduction du S|gnal en réponse a la
fixation de son ligand : le facteur de croissance EGF.

2. Diagnostic du cancer du sein associé a une hyper-expression de la
protéine HER2 (9,5 points)

Le gene HERZ appartient a une famille de molécules appelees « proto-oncogénes »
cellulaires.
Le déreglement du cycle cellulaire associé a la prolifération non controlee des cellules est
tres souvent en relation avec la transformation d'un proto-oncogéne en oncogéne
cellulaire.

2.1, Expliquer le terme « proto-oncogeéne ».

2.2. Proposer un mécanisme génétique pouvant étre responsable de la transformation
d’un proto-oncogene en oncogene.
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L’'immunohistochimie (IHC) est une technique histologique qui permet de détecter la
presence d’une molécule d'intérét dans un tissu. Dans le diagnostic du cancer du sein,
'IHC est utilisée en premiére intention pour évaluer le niveau d’expression de la protéine
HER2. Cette technique se pratique sur des coupes fixées de biopsies de tumeurs et
permet de les classer en quatre catégories correspondant au niveau d’expression de la
protéine (0, 1+, 2+, 3+).

La mise en ceuvre de cette technique nécessite :

. une solution de sérumalbumine bovine ;

+ une solution tampon PBS-tween

. des anticorps primaires ;

. des anticorps secondaires marques ;

+ un substrat chromogénique dont la transformation enzymatique produit un-précipité
coloré visible au microscope photonique ;

« un microscope photonique.

2.3. Présenter un organigramme des étapes du protocole de la recherche de I'antigéne
HERZ2 par immunohistochimie a partir d’'une biopsie de tumeurmammaire. Expliquer
le réle de chaque étape.

2.4. Décrire 'aspect d’un résultat 0 et d'un résultat 3+.

La polysomie du chromosome 17 porteur du géne“HER-2 est retrouvée dans un
pourcentage non négligeable de cancer du sein hyper-exprimant HER-2.

Pour confirmer ou infirmer I'hypothese d’une polysomie du chromosome 17, la réalisation
d’'un caryotype peut éfre envisagée. La technique et un résultat sont présentés dans les
documents 2a et 2b.

2.5. Expliguer le réle de la colchicine utilisée dans I'etape 2.
2.6. Citer |les criteres utilisés pour classer les.chromosomes.
2.7. Conclure sur la présence ou l'absence de polysomie du chromosome 17.

Dans le cas des tumeurs mammaires avec hyper-expression de fa proteine HERZ2, l'origine
génétique de la maladie c'est-a-dire le statut du géne codant la protéine HER2 peut étre
précisé grace a une autre technique : la technique FISH (Fluorescent In Situ Hybridization)
dont le protocole est decrit dans le document 3a.

Cette technique se réalise sur des coupes fixées de tissus. Elle utilise ici deux sondes :
une sonde specifique du locus HERZ2 marquee par le rouge-Texas et une sonde du
centromére du>Chromosome 17 marquée par la fluorescéine. Le résultat de l'analyse
microscopique est présente sur le document 3b.

2.8. A la'lumiére du protocole présenté dans le document 3a, justifier le réle des étapes
du FISH.

2.9. Indiquer la signification d’un spot vert et d’'un spot rouge sur le document 3b.

L’'image obtenue en microscopie a fluorescence prouve clairement une amplification du
géne HERZ2.

2.10. Justifier la conclusion d’amplification du gene codant la protéine.
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3. Traitement du cancer du sein lié a une hyper expression du récepteur
HER-2 (5 points)

Des anticorps monoclonaux « humanisés » sont utilisés dans le traitement des tumeurs
mammaires, associes a des agents chimiothérapeutiques classiques.

3.1. Expliguer le terme « anticorps monoclonaux ».
3.2. Préciser les particularités structurales d’un anticorps monoclonal humanisé.
3.3. Indiquer l'intérét du choix d'un anticorps monoclonal « humanisé » en thérapeutigue.

Le document 4 présente un systeme de production d’'anticorps monoclonaux : « Le
Bioréacteur a Fibres Creuses ». Ce réacteur est constitue d'un faisceau de fibres
perfusées dans lesquelles circulent les fluides.

3.4. Indiquer le compartiment du bioréacteur dans lequel les hybridomes sont cultivés.

3.5. Préciser le sens de passage des molécules suivantes a travers’la membrane semi-
perméable des fibres creuses : CO,, glutamine, lactate, O,/ glucose, NH,". Justifier la
reponse.

Le document 5 présente la production d’anticorps monoclonal (Mab) en fonction du temps
pour deux systemes de culture différents : le procédé de culture discontinue en milieu non
renouvelé et le procédé de culture continue par ‘perfusion en fibres creuses présente
précédemment.

3.6. Calculer la productivité massigue journaliere enanticorps monoclonaux pour chacun
des deux procedés.

3.7. En déduire le principal avantage'du systéme de perfusion en fibres creuses par
rapport a la culture en milieu non renouvelé.

Clarté et rigueur de I'expression écrite de la composition (1 point) :
- justesse et rigueur de l'expression ecrite (orthographe, grammaire, vocabulaire),
- clarté de la présentation générale de la copie et fluidité de la lecture.
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Document 1 :

cytoplasmique dans I'espace

Schéma de l'ultrastructure de la membrane

Document 2 : Caryotype d’une cellule de tumeur mammaire

Document 2a : Protocole

1.
2. Laculture est réalisée en présence de colchicine.
3. Les cellules sont récoltées et incubées dans un milieu hypotonique.
4,
de verre.
5.

Aprés un prélévement sur l'individu, les cellules sont mises en culture in-vitro.

bandes sombres et claires alternées surles chromosomes : le « G-banding ».

Les cellules sont centrifugées et mises en contact d’'un fixateur, puis étalées sur une lame

Cette préparation est ensuite colorée par.un bain de Giemsa qui entraine I'apparition de

Document 2b : Résultat
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Document 3 : Diagnostic d’une surexpression de HER2 par FISH

Document 3a :

Protocole du FISH

Pretreated tissue sections and labeled probes were denatuied at 78°C for 5 min and
hybridized overnight at 37°C.

Simples were washed for 2 min at 72°C in a solution of 2 x SSC/0.3%.

Tissue sections were counterstained with 10 yL of 4 6-diamino-2-phenylindole ((DAPI

counterstain).

Results were analyzed with a fluorescent microscope.

Document 3b :

Représentation schématique du noyau d'une cellule d’'une coupe

de tumeur mammaire HER2+++ marquée par FISH, observée en

microscopie a fluorescence

Amas de spots fluorescents

dans.e rouge

@ Spots fluorescents dans le vert

BTS BIOTECHNOLOGIES

Session 2013

Biclogie des procaryotes et des eucaryotes Code - BOE4RC

U42 Sous-épreuve de Biologie Cellulaire

Page . 6/8




Documents 4 : Bioréacteur a fibres creuses

Document 4a : Photographie d’'une coupe des fibres creuses du bioréacteur
correspondant au plus fort grossissement

Document 4b : Schéma du bioréacteur a fibres cretises avec deux grossissements
différents
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Document 5 : Production d’anticorps monoclonaux en bioréacteur
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