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RESUME

Introduction : Le cancer du sein est une maladie complexe etdgétge sur le plan biologique. Cette
hétérogénéité tumorale, en partie responsable aecg thérapeutiques serait le reflet de plusieurs
entités cliniques dans les cancers du sein. Ldééreiiftes classes moléculaires permettent de définir
des sous-types de cancer du sein de pronostidactispouvant bénéficier d'une prise en charge
thérapeutique plus individualisée.

Objectifs : Afin de mieux comprendre la biologie tumoraleénénte a chaque sous-type moléculaire
nous avons, dans un premier temps, procédé adsifidation des cancers du sein par une approche
immunohistochimique comme technique substitutivéafalyse par microarray. Dans un second
temps, nous avions pour objectif, d'identifier desrqueurs dérégulés et cibles thérapeutiques
potentielles spécifiques de sous-types moléculpiagsculierement agressifs de cancer du sein@t po
lesquels aucune thérapie ciblée n’existe a ce felsrgue les luminaux B.

Matériel et méthodes :Une étude rétrospective a été menée sur 829 pedidetla région nord-ouest
de I'Algérie, diagnostiquées avec un cancer du, sitre janvier 2008 et décembre 2013. Le profil
d’expression de différents marqueurs a permidémir et de classer les cancers du sein. Endin, |
statut protéique de RAB25 a été déterminé par inuhistochimie. Des corrélations aux données
histo-cliniques ont été établies. La survie sansasta@se a été estimée en utilisant la méthode de
Kaplan-Meier.

Résultats :Les patientes ont été diagnostiquées a un stadesifgfgrades SBR Il et 111), 62% d’entre
elles présentaient une infiltration des gangliondladres et 11% avaient des métastases a distance.
283 tumeurs (41.86%) appartenaient au sous-typmédiA, 102 (15.09%) au sous-type luminal B, 91
(13.46%) au sous-type HER2+ et 200 (29.58%) étadesttumeurs triples négatives (TNBC). Les
tumeurs de sous-type luminal B étaient signifieatient associées a la présence de micrométastases, a
une taille tumorale plus élevée (T4) et une plamde proportion de haut grade histologique (SBR I

est retrouvée en comparaison aux tumeurs lumiraleka survie sans métastase a 5 ans était 70%
(95CI=[0.62-0.78]). La surexpression de RAB 25g=icifiquement associée au sous-type luminal B
(p=0.01).

Conclusion : Notre étude a confirmé le caractére agressif deseca du sein au niveau de la région

nord-ouest de I'Algérie vraisemblablement par mandwun dépistage précoce. Nous avons défini de
nouvelles classes de cancer du sein dans des gradpetumeurs d’apparence histo-clinique

homogénes, mais hétérogenes sur le plan évoluti. telle classification moléculaire aura donc une
implication thérapeutique. De plus, RAB25 pourrednstituer une cible thérapeutique potentielle

intéressante et permettrait d’aboutir au dévelomgrerd’'une thérapie ciblée améliorant ainsi la prise
en charge des patientes ayant un cancer du seimudelype luminal B.

Mots -clés: Cancer du sein- Sous types moléculaires- LunahB- RAB 25- Cible thérapeutique



ABSTRACT

Introduction : Breast cancer is a biologically complex and hetenegus disease. This tumor
heterogeneity, partly responsible for treatmenitufaj would reflect several clinical breast cancer
entities. The different molecular classes usedetfind breast cancer subtypes of distinct prognoses
and may benefit from more individualized therapy.

Objectives To understand the inherent tumor biology of eaoblecular subtype we, at first,
classified breast cancer tumors by immunohistoctainaipproach as a proxy to technical analysis by
microarray. Secondly, we aimed to identify deretpdamarkers and potential therapeutic targets
specific to molecular subtypes in particularly aggive breast cancer and for which no targeted
therapy exists to this day, such as luminal B .

Materials and Methods: A retrospective study was conducted on 829 patienthe northwest region

of Algeria, diagnosed with breast cancer betweenaly 2008 and December 2013. The expression
of different markers profile has defined and cligsbreast cancers. The RAB25 protein status was
determined by immunohistochemistry. Correlationghvaisto-clinical data have been established. The
metastasis-free survival was estimated using th@ataVieier method.

Results: Patients were diagnosed with an aggressive staBR (grades Il and Ill), 62% of them
showed infiltration of axillary lymph nodes and 11%ad distant metastases. 283 patients (41.86%)
belonged to Luminal A subtype, 102 (15.09%) to inahB subtype, 91 (13.46%) to HER2 +
subtype and 200 (29.58%) were triple negative bresmscer (TNBC). Tumors of Luminal B subtype
were significantly associated with the presencaxdfary nodes infiltrations (micrometastases). 3de
tumors have higher tumor size (T4) and greater gut@gn of high histologic grade (SBR II) in
comparison to Luminal A tumors. The metastasis-Beevival at 5 years was 70%(95CI = [0.62-
0.78]). Overexpression of RAB 25 is specificallg@sated with Luminal B subtyg@=0.01)

Conclusion Our study confirmed the aggressiveness of turfiora patients with breast cancer at the
north-western region of Algeria probably by lacke#rly detection in this region. We define new
breast cancer classes in homogeneous appearatelimgal tumor groups, but evoluate differently.

RAB25 could be a potential therapeutic target althminal B subtype whose clinical development is
particularly pejorative and for which no targetadrapy exists.

Key words : Breast cancer- Molecular subtypes- Luminal B- RAB25- Therapeutic target
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INTRODUCTION

I ntroduction

Le cancer du sein est dans la plupart des paganieer le plus fréquent chez la femme.
Chaque année dans le monde, plus d’'un million devemux cas apparaissent, soit 30% des
cas de cancer féminins dans les pays industriakt€$4% dans les pays en voie de
développement. C’est aussi la premiére cause dwalit@par cancer chez la femme avec 410
000 déces annue{Rochefort et al., 2008). Plus de 9000 nouveaux cas de cancer du sein sont
enregistrés chaque année en Algérie, il reste td proncipal des consultations en oncologie.

La mortalité par cancer du sein est d’environ 3889 par aifAbid et al., 2009).

Cliniguement les cancers du sein sont tres hétaesgéans leurs présentations leur
pronostics, leur réponses aux traitements et lassifications histologiques et cliniques
actuelles ne permettent pas de prédire totaleraang&lvolution.

Bien que de nombreux genes et protéines aientéié&é dans ce cancer, actuellement
seuls RE, RP et HER2 sont pris en compte pour déxdhérapeutique(Bekkouche et al.,
2000 ; 2007). Depuis quelques années, la classification et la pcéhension de la
carcinogenese mammaire ont progresseé grace auysasaldes profils d’expression
transcriptomique des carcinomes infiltrants du ,séerou et al., 2000). L’hétérogénéité
clinique se voit renforcée par la mise en évidatioae hétérogénéité histologique précisée a
l'aide des outils moléculaires de haut délfiorlie et al., 2001 ; 2003). L'analyse de ces
résultats permet de regrouper les tumeurs en fonate leur profil d’expression génique.
L'étude de cette expression permet de proposenaneelle classification dite « moléculaire
ou intrinséque » et de classer les tumeurs mamsairesous-types : luminal A, luminal B,
ErbB2(HER?2), basal-like et normal-lilselonPer ou et Sorlie (2000)

Par ailleurs, il existe une traduction morphologiqiu profil génomique de ces sous-
types moléculaires en immunohistochimie avec isdtion de marqueurs biologiques précis.
La technique immunohistochimique est plus accesstblpermet donc la détermination du
profil phénotypique de ces groupes moléculaires. grdoccupation majeure de cette
classification moléculaire des cancers du seirdestiéterminer le risque inhérent a chaque
tumeur (parametre pronostique) mais aussi quel Isetaitement le plus adapté a chaque
patiente (paramétre prédictif). Parmi les patiem@snonopositives présentant un cancer du
sein il existe une sous population résistanteh@rthonothérapie : les patientes de phénotype

luminal B. De ce fait l'identification moléculaird’'oncogénes en vu d’en faire une cible
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thérapeutique pour ce sous groupe est primordial@gs nous sommes intéressés au cours de

cette thése a la protéine RAB 25

Dans cette thése nous avons d'une part étudié dexctéristiques histocliniques et
moléculaires d’'une série de 829 tumeurs mammaires gue leur distribution par sous
groupes moléculaires et d’'une autre part nous aveatisé une étude immunohistochimique

du profil d’expression de la protéine RAB25.

La premiéere partie de notre mémoire est composéamels sur I'anatomie du sein
normal, I'épidémiologie du cancer du sein dans lende et en Algérie, la classification
histologique et moléculaire de ce cancer, lesatitérs génomiques et moléculaires du cancer
du sein ainsi que sa thérapeutique et enfin Isgmtétion de la protéine RAB 25. La

deuxieme partie de ce manuscrit traite les résutttenus de nos travaux et leur discussion.

Une conclusion générale et les perspectives quiudéat de cette étude sont présentées

a la fin de ce manuscrit.
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|.1 RAPPELS SUR L’ANATOMIE DE LA GLANDE MAMMAIRE NO RMALE
[.1.1. Structure histologique

La glande mammaire est une glande a sécrétionnextetle comprend un systeme
canalo-lobulaire bordé par une couche interne tlaleg épithéliales luminales qui sont les
cellules glandulaires et une couche externe dealeslimyoépithéliale qui contribuent a la
formation de la membrane basaRwnov-Jessenet al.,1996).

La structure épithéliale est organisée en algajeoupées en lobules, eux-mémes
rassemblés en lobe. Cette structure sécrétoirdrastee par un réseau de canalicules et de
canaux lobulaires, lobaires et mammaires ces e®rgiébouchent au niveau du mamelon
(Figure 1) (Thibault et al, 2001).

Du tissu adipeux et du tissu conjonctif enveloppentprotegent les alvéoles, les
canalicules et les canaux lactiferes ; le tissisgeaix est nécessaire au développement de ces
derniers pendant la mammogénégBeaudreyet al, 2006).

Lo ke
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Figure 1. Coupe sagittale du seifMoore et al, 2001)

1.1.2. Systemes sanguin et lymphatique de la gland@gammaire

Le sein est un organe hautement vascularisé. Pefalgnossesse et l'allaitement la
circulation sanguine s’accroit considérablement. damg artériel y améne les nutriments

nécessaire, quant au veineux il assure I'évacudtsrdéchets du sein.
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La lymphe contribue aussi a I'élimination des déshAu départ du mamelon, de l'aréole et
des lobules glandulaires, la lymphe aboutit danplexus lymphatique subaréoala{Moore
et al, 2001).

1.1.3. Innervation de la glande mammaire

Le sein est innervé par les nerfs intercostddassiotou et al, 2013, c'est le
guatrieme nerf qui est responsable de la plus grapad des sensations, lorsque le bébé téte,
il stimule le mamelon et l'aréole induisant la #cn des hormones de lactation par
I’hypothalamugMoore et al, 2001).

.2 EPIDEMIOLOGIE

Le cancer du sein chez la femme est un véritalibl@me de santé mondiale , un sur
dix nouveaux cancers diagnostiqués dans le moride eancer du sein chez la femme, il est
aussi la premiere cause de mortalité chez la fe(fheway et al, 2010)avec I'estimation de
1.4 million de nouveaux cas et 458.000 déces e 20&mal et al, 2010),depuis ses
dernieres estimations, l'incidence a augmenté ds @& 20% et la mortalité de 14%erlay
etal, 2013a).

En Europe 463.800 nouveaux cas de cancer du seigtérenregistrés avec un age
standardisé de 94.2/100.000 en 2012 et 131.200rmmés décedées avec un age standardisé
de 23.1/100.000 durant la méme aniéerlay et al, 2013b).

Dans les pays arabe le cancer le plus fréquent lehéemme est celui du sein, il
survient chez des femmes plus jeune que cellepalesde I'occiden{Najjar et al, 2010),
au nord de I'Afrique le cancer du sein représerti® & 35% de tous les cancers avec une
incidence comprise entre 16/100.00 habitants a IBezridLybie) (2003-2005) et 39/100.000 a
Rabat (Maroc) en 2005 alors qu'a Sfax (Tunisig)didlence était de 25.2/100.000 habitants
(2000-2002). L’incidence du cancer du sein dansolel de I'Afrigue demeure plus basse que
celle de la Franc&orbexet al, 2014).
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Figure 2. Taux d’incidence et de mortalité standattisé du cancer du sein selon I'dge
dans le monde (Ferlayet al, 2010)

La mise en place des registres régionaux en Algépermis d’obtenir une estimation
de I'incidence globale du cancer dans le pays waghla réalité. Son augmentation réguliére
durant les dernieres décennies est reelle, passa@0 ans d’'une incidence globale de 100
pour 105 habitants a 120 pour 105 habitéatsd et al, 2009).

Les trois cancers les plus communs en Algérie (femrtout age) sont ceux du : sein,
col utérin et colon/rectum, dans I'ordre décroissinlincidence. Le cancer du sein est de ce
fait le leader des causes de mortalité chez lesfsralgérienneCherbal et al, 2010)avec
une incidence de 20.5/100.000 habitants a Sétié &@03-2007 et de 35.2/100.000 habitants
a Annaba entre 2007 et 20@Rorbex et al, 2014).
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Figure 3. Taux d'incidence et de mortalité par cancer en Algée (Abid et al, 2009)

.3 FACTEURS DE RISQUES

L’étiologie de la majorité des cancers du sein demeinconnue, cependant

nombreux facteurs peuvent étre impliqués lorsiddifition de cette patholog.

1.3.1 L’age

Le cancer du sein est plus frequent chez les peesoagées. L'incidence de ce cal
augmente avec l'age et 99% des tumeurs mammairee\vaoppent chez des femr
(CGHF, 1997, ainsi, l'incidence du cancer du sein pour les fesie@ Europe et €
Ameérique du Nord est d’environ 2,7 % a 55 ans, @ & 65 ans et de 7,7 % a 75 (Key et
al., 2001).

1.3.2 Hérédité et facteurs génétiqu

L'histoire familiale dece cancer est reconnue comme l'un des principaux Uectee

risque et son utilisation en clinique facilite glament l'identification des personnes a ris
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accru qui peuvent vraisemblablement bénéficierlles ples stratégies de prévention et de
diagnostic précocgsuttmacher et al, 2004).

Seuls 5 a 10% des cas de cancers sont lieés a demkes génétiqgues héréditaires. La
probabilité qu’'une femme de 30 ans, ayant une ménene sceur atteinte d’'un cancer du sein,
développe cette pathologie avant 'adge de 70 ansoesprise entre 7% et 18%dkorafaset
al., 2002).Plusieurs genes impligués dans la carcinogeneésentaaen héréditaire ont été

identifiés(Dumitrescu et al, 2005).

[.3.2.1 Geénes BRCA1 et BRCA2

Parmi les modifications génétiques principalesalésrations des gen&RCAL localisé
sur le chromosome 17 &RCA2 localisé sur le chromosome ¥@( et al, 2008) sont
responsables de 65% des formes familiales du casheesein. De telles prédispositions
n‘entrainent pas systématiquement la survenue danter mais elles en augmentent le
risque. Ainsi une femme porteuse des g@BREGA au cours de sa vie a un risque de cancer du

sein de huit a dix fois supérieur a celui de laysaton généraléBochar et al, 2000).

1.3.2.2 Géne P53

Le genep53 est situé en position 13.1 sur le bras court dorabsome 17. La protéine
p53 est une phosphoprotéine de 393 acides amingaside moléculaire 53 kDa. On la trouve
en trés petite quantité dans les cellules normatess en grande abondance dans les cellules
transformées en culture ou dans les tumeurs hunj@messiet al, 2000Q. La mutation du
gene P53 va augmenter le risque de carcinome mammaire wlam®ntexte de syndrome de
Li-Fraumeni. Ce syndrome se transmet de facon amtioggie dominante et se caractérise
principalement par la survenue de sarcomes, deincares mammaires, de tumeurs

cérébrales et de la surrénélekhani et al, 2012).
1.3.2.3GeénePTEN
Le genePTEN est situé en bras long 23 du chromosome 10, frément muté ou

inactivé dans une grande proportion des cancespétialement dans les cancers du sein a

plus de 30% entrainant une hyper activation de d& \de signalisation PI3K / Akt

8
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(deGraffenried et al, 2004), rendant les cancers du sein de mauvais prorgistiésistants a
la chimiothérapie et a I’hormonothérajfgarcia et al, 1999, Campbelkt al, 2001).

[.3.3 Facteurs hormonaux

Certaines hormones stéroides sexuelles sont indg@gdans le développement de la
glande mammaire, mais sont parfois aussi consis@@mme facteur de risque du cancer du
sein. On distingue les hormones endogenes (cesesggmogestérone, prolactine et IGF1) et
les hormones exogenes pouvant étre apportées paordgraceptifs oraux, les traitements

hormonaux substitutifs ou encore les xénooestragene

1.3.3.1 Hormones endogénes

Plusieurs études montrent qu’il existe une relagatre les hormones et le risque de
développer un cancer du sein chez la femme ménépaes études indiquent que les
femmes, qui possédent un taux sanguin trés éleesteadiol, ont deux fois plus de risque de
développer un cancer du sein par rapport aux fenguiegrésentent une faible concentration
en cette hormongey et al, 2001) ainsi l'incidence de ces carcinomes est de 8#mapa
avant la ménopause et en est de 2% par an aprenia@pause ou le taux d’hormones est plus
faible car la production ovarienne d’'oestrogénedesprogestérone va cesser et la production

d’androgenes va diminuéColditz et al, 2000)

Chez les femmes ménopausées, la production d’hasnatéroides périphériques
persiste (par exemple par le tissu adipeux ou laésale) qui se traduit par des taux
d’hormones plus ou moins important chez ces femrasst ainsi qu’il a été constaté
gu’'apres la ménopause plus la concentration saagieés oestrogénes et des androgénes est
importante plus le risque de développer des cam@so mammaires augmente. Cette
augmentation du risque est encore plus importamteeequi concerne le développement des

tumeurs positives pour le récepteur aux oestrogeeRa) (Missmer et al, 2004).

En ce qui concerne les femmes pré-ménopauséesyupey« Endogenous Hormones
and Breast Cancer Collaborative Group., 2013 »a étudié I'association entre le risque de
carcinome mammaire et les concentrations sangdesdormones stéroides sexuelles ; il a

été montré que le risque de carcinome mammairg @&socié aux concentrations
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d’hormones  circulantes  pour [l'oestradiol, l'oeswpn I'androstenedione, Ila
dehydroépiandrosterone sulphate et la testostatmme que le risque de cancer mammaire

n'était pas associé a la concentration circulanstprdgestérone.

Par ailleurs, dans d’autres études il a été maomque® des concentrations élevées de
prolactine sont aussi associées a un risque augndentarcinome mammaire chez la femme
pré et post-ménopaus€Bworoger et al, 2008 ; Suet al, 2009).Enfin, les concentrations
d’'IGF-1 sont également associées au risque denceme mammaire chez la femme pré-

ménopausée mais pas les femmes post-ménopdtRegehanet al, 2006).
1.3.3.2 Hormones exogéenes

» Contraceptifs oraux, Les traitements de substitutin

La contraception orale et les traitements hormonaulstitutifs chez les femmes

ménopausées sont les deux sources d'hormonesnesdgs plus étudiées.

Pendant longtemps les contraceptifs ont été sowmgégom’augmenter le risque de
carcinome mammaire. EID94 le « Collaborative group on Hormonal Factors in Breast
Cancer » a réalisé une étude sur 53 000 cas montrant giyilavait presque aucune
augmentation du risque de cancer du sein cheemhesés ayant pris des contraceptifs, méme
pendant plus de dix ans. Par contre, il y avait ammgmentation modérée du risque chez les
femmes qui étaient en cours d'utilisation de cargpdifs oraux ou qui les avaient arrétés
depuis moins de 10 ans, en conclusion de ces%tlid¢ernational Agency for Research on
Cancer (IARC), a classé les contraceptifs oraux mmentes carcinogenes de type I, ces
résultats ont été confirmés plus tard @darchbanks et al, 2002). Dans une étude récente,
il a été trouvé que les femmes porteuses d'une timutdBRCAL et utilisatrices de
contraceptifs oraux n'ont pas un risque élevé fignif de développer un cancer du sein
(lodice et al, 2010).

Le traitement hormonal substitutif (THS) de la mgauase est prescrit pour pallier a la
diminution du niveau des hormones ovariennes araebk. Il a été démontré que les
utilisatrices de THS, le risque de cancer du seignente avec la durée d'utilisation et
s’arrétait apres l'arrét du traitement et dispaaitsau bout de 5 ans d’arr&d]laborative

group on hormonal factors in breast cancer, 1997Beral et al, 2003)

10
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» Les xénooestrogenes

Les xénooestrogénes ou oestrogene-mimétiques sesit sdbstances chimiques,
d'origine naturelle ou synthétique, capables diesaux récepteurs des oestrogenes (ER) et
d'induire ou moduler une réponse relayée par cesptéurs. Les lignées de tumeurs
mammaires MCF-7 et T47D, sensibles a I'oestragminultiplient d’avantage en présence de
ces moléculegSoto et al., 1995; Lascombeet al., 2000). Ces résultats suggérent que ces
molécules peuvent avoir un impact non négligeabtel'mcidence des cancers mammaires

hormono-dépendants.

1.3.4 Adiposité, alcool et tabac, activité physigel

L’obésité n’entraine pas un risque accru de cadaesein chez les femmes jeunes. En
revanche, aprés la ménopause, ce risque est nalpigi deux chez les femmes obeses en
raison de la production d'oestrogenes par le t@shpeux. En effet un régime alimentaire
riche en graisses favoriserait le développementelflore bactérienne coliqgue capable de
transformer ces corps gras en agents cancérogetetipls. Le surpoids et I'obésité ont été
incriminés dans 10% des cas de carcinomes mamnediegsla femme ménopausée aux Etats
Unis (IARC, 2002 ; Lakhani et al, 2013.

Pour l'alcool, selon le« Collaborative Group on Hormonal Factors in Breast
Cancer, 2002 » le Risque Relatif de carcinome mammaire augmedat&,1% pour chaque
10g d’alcool ingéré par jour, ce qui implique qué de ces carcinomes sont, dans les pays
développés, attribuables a I'alcool.

En ce qui concerne le tabagisme actif et passifété établi par une étude canadienne
(Johnsonet al, 2009)qu’il était responsable d’'une augmentation du msdge carcinomes
mammaires chez les femmes pré et post ménopals#eas. un niveau d’activités physiques
élevées est corrélé avec une réduction du risquemgeer du seilARC, 2002), il est donc
recommandé d'exercer une activité physique souttyuteau long de la vi€Maruti et al,
2008).

11
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|.4 CLASSIFICATION HISTOLOGIQUE DES CANCERS DU SEIN

1.4.1 Types histologiques du cancer du sein

La classification actuellement utilisée est cekd’®@MS 2003(Tableau 1) les tumeurs
épithéliales malignes ou carcinomes représentemijaure totalité des tumeurs malignes du
sein. Les cancers du sein de type canalaire ssnplas fréquemment rencontrés (70 a 80%
des casj}Bocker et al, 2002.

[.4.2 Classification TNM

Le systéme de classification TNfTableau 2) est basé sur les caractéristiques de la
tumeur primaire & savoir la taille tumorale (T)nghons lymphatiques régionaux (N) et la
présence des métastases (M). La principale fondiocette classification TNM est d’évaluer

le pronostic et ainsi déterminer un traitement aapi(Singletary et al, 2006).

[.4.3 Grade SBR

Au niveau anatomopathologique il faut prendre ennsmeration le grade
histopronostique SBR (Scarff-Bloom-Richardson) powsa capacité d’évaluer le
pléomorphisme nucléaire, lI'index mitotique, forinatou différenciation des tubuléBloom
et al, 1957 ; Le Doussaét al, 1989),a chaque élément un score de 1 a 3 lui est atfribu
grade SBR résulte de I'addition de ses trois scofesneurs avec scores 3, 4 ou 5 sont
considérées comme bas grade ou grade |, celles sa@mes 6 ou 7 sont de grades
intermédiaire ou grade Il et les tumeurs a scara 8 sont de haut grade ou gradgBlloom
etd., 1957).

12
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Tableau 1 : Classification des tumeurs mammaires ks 'OMS 2003

Tumeurs épithéliales malignes

Carcinome non infiltrant (in situ)

Carcinome intra-canalaire sans autre indication
Carcinome lobulaire in situ

Carcinomes infiltrants

Carcinome canalaire infiltrant sans 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

Carcinome apocrine

Carcinome métaplasique

Carcinome riche en glycogene

Carcinome a cellules en bague a chatons
Carcinome a cellules riches en lipides
Carcinome a différenciation neuro-endocrine
Maladie de Paget du mamelon

Tumeurs malignes mixtes épithéliales et conjonctives ‘

Sarcome phylloide
Carcinosarcome

Autres tumeurs malignes

Mélanome, Angiosarcome
Autres sarcomes (sans autre indication)
lymphomes

Meétastases intra mammaires

13
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Tableau 2: Classification TNM de I'Union Internationale Contre le Cancer (UICC).

‘

Détermination de la tumeur primitive impossible

Pas de signe de la tumeur primitive

Carcinome in situ

Tumeur < Zcm dans sa plus grande dimension
T1la=0,5 cm

Tilb>05cmet=1cm

Tlc>1cmet=2 cm

Tumeur >2 cm et < 5 cm dans sa plus grande dimension
Tumeur =5 cm dans sa plus grande Laille

Tumeur de toute taille avec extension directe a la paroi thoracique ou a la peau
T4a extension a la paroi thoracique

T4b oedeme ou ulcération cutanée du sein

T4c ala fois 4a et 4b

T4d carcinome inflammatoire

_ Adénopathies régionales

Appréciation impossible de l'atteinte ganglionnaire

Absence de signes d'envahissement ganglionnaire régional

Ganglions axillaires cliniquement suspects homolatéraux maobiles
Ganglions axillaires homolatéraux fixés entre eux ou a d'autres structures
Ganglions mammaires internes homolatéraux

‘“ Métastases a distance

Détermination impossible de I'extension métastatique
Absence de métastases a distance
Présence de métastases a distance

|.5 CLASSIFICATION MOLECULAIRE DES CANCERS DU SEIN

La classification anatomoclinique utilisée pourimyser la thérapeutique des canc
du sein est prise en défaut dans un certain noudreasdu fait de I'hétérogénéité ce
cancer, ce qui est source sl traitementou de traitements inapproprit

L’étude des altérations génomiques des cancer®iduaspermis de mieux classer
tumeurs et de les séparer €sous types intrinseques » ou eso«s types molécula » dans
le butd’'une personnalisation thérapeuti. En2000, Perou et son équipeavaient identifiés
guatre groupes de tumeurs ayant différentes caist@@es moléculaire: RE+/ lumina-like,

basallike, HER2+ et normal likece dernier type fut ensuite écarté car il corredpdra un

e
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biais de sélection de certaines tumeurs contamipaesiu tissu mammaire non cancereux
(Hu et al, 2006) plus tard le groupe Luminal épithélial/ cestrog@nsitif a été divisé en
deux sous groupes : Luminal A et Luminal B ; chadarces deux sous groupes a son propre
profil moléculaire Sorlie et al, 2001) (Figure 4) .

Les sous types basal like et HER2+ sont des camterhaut grade, a index de
prolifération élevé et représentent les cancersplds mauvais pronostic. lls sont plus
sensibles aux chimiothérapies et aux traitemerdadjgvants que les cancers de type luminal
(Carey et al, 2007 ; Rouzier et al, 2005. Plus récemment, un nouveau Ssous type
moléculaire du cancer du sein « Claudin —low »éaidgntifié dans des tumeurs humaines et
celles des souri@Herschkowitz et al, 2007)ainsi que dans des cellules souches du cancer du
sein(Prat et al, 2010).

1.5.1 Sous types luminaux

Il est connu que toutes les tumeurs RE+ ne répdmmena I'hormonothérapie mais on
ne savait pas trés bien lesquelles sauf a considéréaux des RP qui est un facteur
discriminant(Lamy et al, 2002).Les deux types luminaux A et B répondent a la tjpresle
’hormonosensibilité : les tumeurs luminales A saés tumeurs de bon pronostic,
hormonosensibles pures et les tumeurs luminalesnB des tumeurs de mauvais pronostic
chez qui le traitement anti-hormonal est insuffisaeet qui pourrait relever de la

chimiothérapie.

1.5.1.1 Le type luminal A

Représente 56 a 61% des cas, il est de bon pronibsxprime le plus fortement les
RE et présente une forte expression du facteuéawe d’hypatocyte 3, de LIV-1 et des
cytokératines luminales 7, 8, 18, 19 ainsi que degations de genes en plus grande
proportion le PIK3CA (45%) suivi par MAP3K1, GATA3I P53, CDH1,X-box binding
protein 1 (XBP1et MAP2K4(Garcia closaset al, 2007).
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1.5.1.2 Le type luminal B

Représente 9 & 16% des cas, ildestauvais pronostic par rapport au type luminal A,
présente une expression faible ou modérée des ggmesfiques du type luminal, mais
d'avantage de mutations de la protéine p53 et PAKBZD% chacun) que le type A, il
présente eégalement une expression élevée des igdidssa la prolifération tel que avian
myeloblastosis viral oncogene homolog (v-MYB), gamrglutamyl hydrolase (GGH),
lysosome-associated transmembrane protein 4-b&BTMB4), nuclease sensitive element
binding protein 1 (NSEBZtcycline E1 (CCNEL). Le type luminal B se carad@russi par
'expression, dans certains cas, de HER2 et de umarg de prolifératiorfLivasy et al,
2006 ; Yersalet al, 2014).

Figure 4. Regroupement hiérarchique de 115 tumeurst de 7 tissus mammaires non
cancérogene (Sarliet al, 2003)

(A). représentation réduite de I'ensemble des 534 g@ri? échantillons de tissus se basant sur des
similitudes dans I'expression des geriBs. le regroupement des tumeurs en cing sous-gro(pes.

groupe de génes montrant l'oncogéne ErbB2 et dsagémes co-exprimgf) génes associés au sous
type luminal B. (E) groupe de genes associés as-gme basalF) Un groupe de genes pertinents
pour le groupe du sein de type nornf@) Groupe de génes, y compris le récepteur des gestes
(ESR1) fortement exprimé dans des tumeurs de speskiminal A. La barre d'échelle représente le

changement pour tout géne donné par rapport aeamimnédian de I'expression dans tous les
échantillons.
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1.5.2 Sous type basal like

Le type basal-like a la particularité de surveriez des femmes jeunes et chez des
femmes pré ménopausées d'origine africaine et aaraiafricaingCarey et al, 2006), il
est associé aux cancers dit « triples négatifsgroupe les tumeurs RE-, RP- et HER2-.
Quatre-vingt-quinze pour cent des tumeurs basaldint RE négatives, 82 % d’entres elles
présentent une mutation de p53 et incluent les iusrBRCAL mutées. Elles surexpriment les
cytokératines basales 5/6, 14, 17, la vimentineGFr et cKit(Livasy et al, 2006).Ces
tumeurs sont caractérisées par une perte de PThMeeictivation de la voie de signalisation
PISK/AKT (Andre et al, 2009).

La CGH array a montré que le sous type basal eattésisé par une instabilité du
génome due a de fréquentes altérations des gemndgpd gain-perte et par de moins
fréequentes altérations de type amplifications-d@hét(Adélaide et al, 2007 ; Korschinget
al.,, 2002) ainsi qu'a de fréequentes inactivations de la vde signalisation RB
(Herschkowitz et al, 2008).

1.5.3 Sous type dit « HER2+ »

Appartenant a la famille des récepteurs de factedeirroissance épidermique (ERB), le
HER2 « Human Epidermal Growth Factor Receptor &b impligué dans les voies de
signalisation intracellulaire contrélant notammé&nfprolifération cellulaire. Le gene codant
pour la protéine HER2 est amplifié dans 18 a 20% ahncers du sein non métastatique
(Slamonet al, 1987, Ravdinet al, 1995).

Le type HER2+ correspond au type possédant uneifarapbn du HER2 (80%), des
mutations au niveau du gene TP53 (72%) et de PAK@E9%) sont également observées. La
surexpression de HER2 est le facteur prédictif eomant le bénéfice clinique pouvant étre
apporté par 'administration d’'un anticorps monoebanti-HER2 (trastuzumal¢lamon et
al., 2001).
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1.6 IMPLICATION DE LA CLASSIFICATION MOLECULAIRE

[.6.1 Pertinence pronostique

Le cancer du sein est une maladie hétérogéne as®csals-groupes moléculaires
cliniguement pertinents ayant un impact pronostigquepre surtout lorsqu’il s’agit des
cancers du sein hormonopositifs de sous types humii\ et B, c’est pourquoi la recherche

d’altérations génétiques d'intérét pronostique @ établis en utilisant des techniques

d’analyse moléculaire a grande échelle telle queGad array .

|.6.2 Pertinence thérapeutique

Lors de cancer du sein infiltrant, I'indication d#imiothérapie adjuvante et de

’hormonothérapie est portée sur l'analyse dedefas cliniques et histopronostiques

« traditionnels », parallelement, les profils @eession de géenes ont permis de définir des
tumeurs de pronostic différent, ouvrant la voides stratégies thérapeutiqgues adaptées au
profil tumoral (Boisserie-Lacroixet al, 2014). La classification moléculaire n’a pas permis
a ce jour d’avancer des traitements cibles poutulegeurs luminales B et triples négatives. La
distinction entre les tumeurs hormonopositives hatés A et luminales B permet de suggérer
gue les tumeurs luminales B qui répondent mal @iftonothérapie doivent bénéficier d’'une
autre thérapie spécifique qui les cible tel queacété fait pour les tumeurs de sous type
HER2+.

La classification moléculaire des cancers du dewrait étre associée a I'identification
des altérations génomiques propre a chaque sows rgléculaire afin d’identifier des
marqueurs spécifiques qui pourraient étre conssd@@mme des cibles thérapeutiques

potentielles.

|.7 ALTERATIONS GENOMIQUES DES CANCERS DU SEIN

Les cancers se développent suite a des modificatiargénome qui se manifestent par
des altérations de structure, des altérations debre(Lengauer et al, 1998) I'activation

d’'oncogenes (exemple par amplification géniquejest inactivations de génes suppresseurs

————————————
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de tumeursQadikovic et al, 2008),ces altérations génomiques s’averent étre lesipales

causes de I'hnétérogénéité du cancer du sein etdea complexité.

[.7.1 Les altérations de nombre

Implique des pertes ou des gains de chromosomeasamemalies résultent d'une
mauvaise ségrégation des chromosomes au coursdoasian cellulaire mitotique causant la
ploidie cellulaire, I'aneuploidie et la polyploidieengauer et al, 1998), spécialement
'aneuploidie est associée a un mauvais pronosiits de cancer du seffBottger et al,
1993).

|.7.2 Les altérations de structure

Ces altérations impliguent : les translocatioes,dmplifications et les délétions.

» Les translocationssont des échanges réciproques de matériel chraomqse entre
deux régions du chromosome ou entre chromosomesrémproques(Albertson et al,
2003) dans le cancer du sein on assiste souvent araleslocations autours de 8pl2
conduisant a la perte de la partie(8fmglund et al, 2001; Teixeiraet al, 2002; Mitelman
et al, 2003) une autre translocation a été observéeAp@taide et al (2003) décrivant les
sitesFRA3B et FHIT comme des cibles de translocations réciproque2(@14;pll) dans

les lignées cellulaires tumorales du sBirCa-MZ-02.

» Les amplifications sont des formes d’instabilité du génome qui seéuisent par une
augmentation du nombre de copies d'une régioneiedr d'un bras chromosomique
(Albertson et al, 2006) Dans le cancer du sein les amplifications sa# tépandues et sont
associées a la surexpression de genes amplifiés.

Trois proto-oncogenes sont amplifiés dans pludsiéo des tumeurs mammaires :le
Proto-oncogéne MYClocalisé en 8924, il code pour un facteur de trapson impliqué
dans la croissance et la différentiation cellulatedans I'apoptoséim et al, 2005) les
Proto-oncogéenesErb-B qui interviennent dans I'oncogenese mammaire,eseetht seul le
gene Erb-B2 est significativement amplifié danstleseurs du seifLacave et al, 2005)et
le proto oncogéne CCND1 qui code pour la cycline D1, la surexpression el@eéne a été

19



CHAPITRE | : REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

identifiée dans des adénocarcinomes mammairesodeis sransgenique@Reis-Filho et al.,
2006).

Il a également été démontré que I'activation\ames FGF, PI3K/AKT, PIK3/MTOR
estdd a des  amplifications d’autres oncogenels  que:
RPS6KB1, RPS6KB2, EIF4EBP1, FGFR1, FRS2 et RABL1FIP1 I'effecteur deRAB25, ainsi
gu'a une grande fréequence de mutationsPtiiSCA (Lacave et al, 2005 ; Zhanget al.,
2009 ;Addou-Klouche et al, 2010; Ignatiadis et al, 2013 ;Corner et al, 2014.

» Les délétionscorrespondent & la perte d'une région chromosoengyi peut étre le
siege d'un ou de plusieurs génes suppresseurs rdeutu Les délétions peuvent étre a
I'origine de linactivation des genes suppressalastumeurs tel quBRCAL et TP53 ce

dernier impliqué dans environ 25 a 30 % des casadeers du sei(Priveset al, 1999).

1.7.3 Altérations génomiques et sous types molécires

Le cancer du sein est une maladie complexe et duyétBe caractérisée par
'accumulation de multiples altérations moléculairgui conferent a chaque sous type un
profil moléculaire différent. Des eétudg8ergamaschi et al,2006 ; Chin et al,2006 ;
Adélaide et al,2007)ont rapportés les différentes altérations génonsigassociées aux sous

types moléculaires.

Pour les tumeurs hormonopositives, le sous typenlaindA est caractérisé par un gain
des régions 1ql12-41 et 16pl2-13, une perte du I8gset une amplification des régions
8p11-12, 11q13-14, 12q13-14, 17q11-12, 17921-201 3, alors que le sous type luminal B
est caractérisé par des amplifications des ré@pag, 8q11-24, 11913 et 20g13 ainsi qu’une
perte de la région 8p21-23.

Dans les tumeurs de sous type basal ce sont t8dg qui sont retrouvées dans les
régions 4pl15, 4q31-35, 5q11-31, 1432, et des ghins les régions 6p21-25, 7q21-36, 10p
12-15, 12p13. Les tumeurs HER2+ expriment poulfdpat des amplifications au niveau de
la région 17q12-2% etessieret al, 2006).
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L’identification des ces altérations génomiques rpohaque sous type moléculaire
permet I'exploration de nouveaux marqueurs aéimettre en place des traitements adaptés
pour chaque sous type moléculaire notamment gsusdus types qui n’en ont pas tel que le
sous type luminal B et le sous type basal.

1.8 APPROCHES THERAPEUTIQUES

La démarche thérapeutique doit tenir compte aigmde la nécessité d’'un traitement
local et d’'un traitement général. Les protocoleksés dans le traitement du cancer du sein
varient selon le degré d’évolution de la tumeur tastases ou non), de lI'expression des
récepteurs hormonaux sur les membranes des cetlale®reuses, mais aussi de I'age de la

patiente et de son état général.

[.8.1Chirurgie

Le traitement chirurgical du cancer du sein assurerble essentiel dans le contrdle

mammaire de la maladie.

» Mastectomie

Les mastectomies totales s’'opposent aux traitenoemiservateurs par le caractere quasi
complet et radical de I'exérése glandulaire. Lang@gale indication de réalisation d’'une

mastectomie est la taille de la tumeur par rapportolume mammairgClough et al, 2003).

> Tumorectomie

Les premiéres études sur le traitement conservdng le cancer du sein avec des taux
de survie globale encourageant datent des annéb8.4&tkins en 1972, était le premier a
présenter une étude prospective randomisée conipdraitement conservateur et
radiothérapie avec mastectongkgtzal et al, 2006).Bien que longtemps controversé pour
son risque de récidive locale sans affecter laisuglobale, le traitement conservateur en
marges saines associé a une radiothérapie adjuganteaintenant considéré comme aussi

sdr que le traitement chirurgical radi¢glsher et al, 2002).

————————————
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» Le curage axillaire

Le curage axillaire fonctionnel est une intervemtahirurgicale qui consiste a prélever
les ganglions de la chaine ganglionnaire axilldtm.cas de traitement conservateur, l'artere
et la veine mammaires externes peuvent égalementisséquéeGarnier et al, 1993) Le
curage se termine par la recherche de gangliopesissrésiduels.

La recherche du ganglion sentinelle a été dévelppér éviter un curage inutile sur le
plan thérapeutique a des patientes ne présentanh anvahissement axillaire, tout en ne
méconnaissant pas leur statut ganglionnaire. Ed,18Riliano et al I'ont appliqué a la prise

en charge du cancer du séBiuliano et al, 1994).

1.8.2 Chimiothérapie

L’analyse post opératoire de la tumeur et évelgont celle des ganglions axillaires
guide le praticien dans le choix des traitement8riglurs locorégionaux (radiothérapie) et
généraux (chimiothérapie et hormonothérapie). Limicithérapie est un traitement qualifié
de systémique parce qu'elle concerne I'ensemblmoighs, et non un organe particulier. Elle
vise la destruction de toute cellule cancéreuselJ&que soit sa localisation dans I'organisme,

gu'elle ait été repérée ou non par un examen.

» Chimiothérapie néoadjuvante
La chimiothérapie néoadjuvante ou préopératoiresisten a administrer un traitement
cytotoxique avant la prise en charge locorégiodal& tumeur. Les indications principales de
chimiothérapie néoadjuvante concernent des tuntkus®in non métastatiques, supérieures a
3 cm, ou plus petites mais de position centralestdde I, Il et IV de la classification TNM
et pour lesquelles une chirurgie conservatrice dlémn’est pas envisagealffgénel et al,
2010).

» Chimiothérapie adjuvante
Une chimiothérapie adjuvante est classiguementnmatandée aprés le traitement
chirurgical quand il existe au moins l'un des facte péjoratifs suivants : une atteinte

métastatique ganglionnaire axillaire, une tailletwale supérieure ou égale a 2 cm, un grade
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histologique élevé (SBR Il ou lll), I'absence d'egpsion des récepteurs hormonaux, un age

au diagnostic de moins de 35 dNamer et al, 2005).

1.8.3 L’hormonothérapie

Certains cancers du sein sont hormono-dépendauntsctoissance est facilitée par les
hormones et en particulier les cestrogenes et ®génes qui agissent comme des facteurs
de croissance impliqués dans la prolifération twatgor_e but des traitements hormonaux sera
d'empécher I'action ou la production de ces horsone

L’hormonothérapie est proposée en premiéere ligndraitement lorsque la patiente
présente des RH positifs sur la biopsie et quedkadie métastatique évolue lentement. Elle
reste un traitement mieux toléré et qui a moindfete secondaires que la chimiothérapie
(Mauri et al, 2006).

» Les anti cestrogéne

La molécule la plus largement utilisée a I'heurtuelte est le tamoxifene5, premiere
molécule a agir principalement par inhibition ddéidgson de I'estradiol avec ses récepteurs au
niveau du sein. Le torémiféneabété récemment commercialisé en France (septe20b
pour le traitement de premiére intention du carthersein hormonosensible. Enfin, L'ICI

®
182,780 (Faslodey 7 est présenté comme le chef de file d’'une nouvédisse thérapeutique,
son affinité pour les récepteurs aux estrogened@stfois supérieure a celle du tamoxiféne

d’apres des études préclinigyésicchi-Angellier et al, 2001).

» Les inhibiteurs de I'aromatase
Depuis des dizaines d’années, de nombreux inhiisitde 'aromatase sont synthétisés
et étudiés pour améliorer le traitement des pageatteintes de cancer du sein et d’'autres
pathologies estrogéno-dépendantes. L'ensemble sienbéiteurs de I'aromatase peut étre
divisé en deux grandes catégories : les inhibitetésoidienstype 1) et les inhibiteurs non
stéroidienstype I1) (Miller et al, 2004).
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> Les progestatifs
®
lls sont représentés essentiellement par l'acélatenédroxyprogestérone (Farlutal

® ®
Prodasone) et I'acétate de mégestrol (Megacd.e taux de réponse objectif varie entre 30 et
50 %.

1.8.4 Radiothérapie

La radiothérapie occupe une place importante darisaltement des cancers du sein,
guel que soit le stade d’évolution de la tumeuguetl que soit le protocole thérapeutique, car
elle limite le risque de récidive locale et rédaitmortalité a long termé-ourquet et al,
2008)

1.8.5 Immunothérapie

L'immunothérapie du cancer est classée comme stdntine stimulation spécifique du
systeme immunitaire par immunisation active, aves @accins contre le cancer, ou le
transfert passif des matériaux humorales ou c@ldatels que des anticorps spécifiques de la
tumeur ou des lymphocytes T adoptives qui inhib@nfonction ou tuent les cellules

tumoraleqRuttinger et al, 2010).
1.8.5.1 Exemples de cellules immunitaires pro-tumagene
» Les macrophages

Les macrophages sont des cellules phagocytaireseqdifférencient dans les tissus a
partir des monocytes. Elles sont capables d’ingarer pathogene, de le dégrader
completement et de présenter les antigenes assaci&smplexe majeur d’histocompatibilité

(CMH) de type Il aux LT CD4+, afin d’'induire unep@nse immunitaire spécifique.

Il est probable quau cours du développement detutmaeur des variations de
'environnement (inflammation, secrétions de méaias solubles, hypoxie, pH) modifient le

phénotype et les fonctions des macrophages ird{#t@ébuawala et al, 2010).
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Les macrophages sont présents dans de nombrees digpcancers et en fonction de
leur état d’activation, ils peuvent avoir un eféetti--~tumoral (M1) ou pro-tumoral (M2)
(Qian et Pollard., 2010).L’augmentation de l'infiltration des macrophagesisi¢es tumeurs
est associée a un mauvais pronostic pour les pegiatteintes de cancer du sgieek et al,
1996; Tsutsui et al, 2005; Mahmoud et al, 2012) et est inversement corrélés avec
I'expression des récepteurs hormonabartpbell et al, 2011).

TAMs (tumeurs associées aux macrophages) ont levogmoude promouvoir
'angiogénése des tumeurs, la prolifération deutedl tumorales, la migration et les
métastases, et de contribuer a la création d'uroemigironnement tumoral pro-inflammatoire
et immunosupresseutdoui et al ., 2011; Obeidet al, 2013; Tanget al ., 2013 en
produisant les VEGF(vascular endothelial growthtéeet autres facteurs pro angiogénique
qui favorisent I'angiogenese du cancer du seingessl’interleukine (IL)-1, IL-8,et le (FGF)-

2 (Leek et al, 2000; Lewiset al, 2000; Dirkx et al, 2006).

Les TAMs sont aussi connus de stimuler directemanprolifération des cellules
cancéreuses du sein en produisant des facteunoidsance tels que EGF, FGF-2, (TGF)
et PDGF O'Sullivan et al, 1993; Ribatti et al, 2007).

Activated macrophagse
=12+, MHC 1™, INOS
T Fux Coat/ 86

Immunosupressive
macrophage

Arginase*, MARCO

IiL-10, CCL-224

Invasive
macrophaga®

Angiocgenic macrophnge*"
VEGFR1", VEGF*, CHCRH4-
Tie2*, CTS B&S", EST2"

cell

Farivascular
maoraophage

Phagocyti SEEDING AT
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Metlastasis-associated
macrophages*
VEGFR1:, CCR2"
CHCR4 Tie2

Figure 5. Phénotypes des Macrophages et Tumorig&e(Qianet al., 2010)
Les macrophages de type M2 peuvent exercer sixiforscpro-tumorales différentes qui
correspondent chacune a une sous-population udejogacrophages M2.
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Toutes ces données suggerent que TAM joue un réteat dans le développement du
cancer du sein ce qui laisse place a plusieurségies thérapeutiques qui peuvent étre

envisagées telles que:

e La suppression de la voie de signalisation du ST/Ignhal transducer and activator
of transcription 3) par hydrazinocurcumin conveléi phénotype TAM (tumeurs
associées aux macrophages) M1 en M2 et inhilpeogression et la métastase du
cancer du seifZhang X. et al, 2013).

* Iinhibition de la cyclooxegénase (COX)-2 supprimessi la progression du cancer
du sein en prévenant la polarisation du phénotyggMWa et al, 2013; Yanget al,
2014)

* le blocage du CSF1 (macrophage colony-stimulatiagtoF 1) ou son récepteur
(CSF1R) diminue linfiltration des macrophagesaitdrise la réponse Thl a un stade
avancé du cancer du sein et prolonge la survipatsntegDeNardoet al, 2011).

» Les lymphocytes T régulateurs (Treg)

Les Treg sont des lymphocytes T CD4+ caractépséd’expression de CD25 et du
facteur de transcription FoxP3 . On distingue lesgTnaturels (nTreg) qui apparaissent au
cours de la sélection thymique et les Treg ind{ifteeg) qui se développent en périphérie a
partir de LT CD4+ naifs dans certaines conditiomdrennementales. Les iTreg participent a
la régulation des réponses immunitaires qui seemieéin place contre des pathogénes et dans

les tumeurs.

L'infiltration des cellules Treg a été observé déss cancers du sein et le nombre de
ces cellules introduite dans les sites tumoraué agsocié a umauvais pronostic ( Bateset
al., 2006; Bohling et Allison, 2008; Oharat al, 2009).

Les cellules Treg circulantes peuvent étre intrtedwlans les cancers du sein via
multiples modes de signalisations PGE2/EP2 (EP4}L.22/CCR4, SDF1/ CXCR4, et
CCL5/CCR1, IFNe (Gobert et al, 2009; Tanetal., 2011; Yanet al, 2011; Karavitis et

al.,, 2012, Sisirak et al, 2012.Aussi, Treg peut étre recruté par la stimulatim la
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signalisation TGP qui active les cellules dendritigues a produireLZ (Hanks et al,
2013).

Il a été montré que le tamoxifene induit I'expressdu FOXP3 dans les tumeurs a
infiltration lymphocytaire ce qui représente uncam@isme de la résistance hormonale via
limmunosupression mediée par Trédpffroy et al,2010). Les études citées ci-dessus
suggérent que les cellules Treg sont de puissadiggdlatrices négatives de la réponse

immunitaire anti tumorale et représentent une ditdeapeutique tres prometteuse.

1.8.5.2 Les stratégies immunothérapeutiques

L'objectif d'une immunothérapie efficace est demsfier I'immunité des cellules
effectrices anti tumorale et de neutraliser lesnmieurs de linflammation chronique
tumorale (Coussenset al., 2013). Les cellules immunosuppressives présente dans le

microenvironnement du cancer du sein sont de petkst cibles thérapeutiques.

1.8.5.2.1Les inhibiteurs de points de contrdle

PD1 est une protéine de la membrane de surfatelabed exprimée par diverses
cellules immunitaires, y compris les cellules Tst activée par ses ligands PDL1 et PDL2
exprimés soit par les cellules B, les macrophageses cellules dendritiques, aprés cette
liaison protéine-ligand, la réponse immunitaire iebibée, dans les cancers ceci représente
'un des mécanismes de I'échappement immunitaé® akllules tumorale@Buque et al,
2015).

Les données de deux essais d'anticorps ciblanblécules inhibitrice des cellules-T :
PD- 1 (programmed cell death receptor 1) ou deligand ( PD- L1 ) , ont été signalés lors
de la réunion 2014 SABCS, le premier essai estYMEBTE — 012, une étude de phase Ib de
I'anticorps anti- PD- 1 pembrolizumab chez lesqudés atteintes de tumeurs métastatiques de
sous type TNBC avec des tumeurs a différents dediegression positive du PD- L1
(Nandaet al, 2015) le second essai était une étude de phase lardiedrps anti- PD - L1
atezolizumab chez les patientes de sous type TNBBC RDL1 positiiEmenset al, 2015 ;
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Rhiannon et al,2016). Les thérapies anti PDL-2 sont rares compte tenusad#épendance
aux signaux environnementaux, les résultats peuetr® différents selon les modéles
tumoraux et les différents types de tumeurs, ou enéntre les patients avec le méme type de
tumeur (Curran et al, 2010),une seule thérapie est en cours de phase |, AMP4224
protéine de fusion recombinante du PDL-2 et deoktign Fc de I'lgG(Watch, 2010).

Une expression élevée de la chimiokine CXCL1 ab&ervée dans le stroma du cancer
du sein et a été corrélée a un mauvais pronossipaltentegZou et al, 2014),la curcumine
un antioxydant diététique réduit les métastasescahcer du sein par l'inhibition de
I'activation de kB , ce qui altére I'expressiondaiix cytokines prométastatiques , CXCL1 et
-2 , qui régulent I'expression d'une série de gg@mesioteurs de métastases parmi lesquels
CXCR4 , le récepteur de SDF1 / CXCLEachmeieret al, 2008).

[.8.5.2.2 Les vaccins

Le vaccin thérapeutique est une autre stratégie gtoauler le systeme immunitaire a
supprimer la croissance de la tumeur. Le principesiste a utiliser les antigenes associés aux
tumeurs (TAAS) pour induire une attaque immunit@ioatre les cellules tumorales. Dans le
cancer du sein les vaccins thérapeutiques doiveat Wdilisés le plus t6t possible pour

prévenir la récidive et la diffusion des tume(Wsedermann et al, 2013).

Miles et al (2011)ont montré que le vaccin thérapeutique, sialylA&hole limpet
hemocyanin (STn-KLH) seul n'a pas d'incidencelsuemps de progression ou la survie
globale. Toutefois, un essai clinique de phasealiinontré que les patientes atteintes de
métastases du cancer du sein recevant STn-KLH &rs @une thérapie endocrinienne
avaient beaucoup plus de temps de syiiahim et al.,2013).

Un autre essai clinigue a montré que les patieattsintes de cancer du sein
métastatique traitées avec un vaccin comprenantélom@érase transcriptase inverse humaine
(hTERT) et un anticorps anti-CD25 avaient beaucplys de survie globale que celles
traitées avec le vaccin hTERT s¢Rkechet al.,2012).

Une plus récente étude en phase Il est en cowssal' évaluant un agent
immunothérapeutique dans le cancer du sein. L'essaPRESENT » (prévention des
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récidives des cancers du sein avec infiltratiomggjannaire positive a un stade précoce avec
une expression faible a intermédiaire du HER2 deetraitement NeuVax ™) évalue le
nelipepimut- S combiné avec le facteur granuloecytsrophage colonie-stimulante (GM-
CSF) en tant que vaccin simple, administré dangdiement adjuvant pour prévenir la
récidive chez les patientes atteintes du canceentuguelque soit leur niveau d’expression du
HER2 (Mittendorf et al., 2014) les premieres données de I'étude ont montré qae |
patientes qui avaient une faible & moyenne expmeshi HER2 avaient de robustes réponses
immunitaires(Benavideset al, 2009).

1.8.6 Thérapies ciblées

A cause des problemes liés a la chimiothérapie etionnelle et grace a une meilleure
compréhension de la biologie des cancers, des emslus sélectives ont vu le jour: les
thérapeutiques ciblées. Elles apportent un réaediesfamelioration dans la prise en charge
des patientes. Depuis trente ans, la mise en éed@'anomalies caractéristiques de certaines
cellules néoplasiques, telles que les translocaitgpecifiques, les mutations activatrices ou
des amplifications géniques ont considérablemerdifigdes traitements.

Le cancer du sein n’est plus considéré comme unke sealadie. Les sous types
moléculaires du cancer du sein présentent différéamtteurs de risquéMillikan et al,
2008 ; Phippset al, 2011)et différentes réponses aux thérapies systématigtidocales
(Aebi et al, 2011 ; Tanget al, 2011)d’ou I'importance d’envisager des thérapies prapre

chacun de ces sous types demeure nécessaire.

1.8.6.1 Le sous type luminal A

Les cancers du sein luminaux (luminal A et lumiBalsont les deux sous types du

cancer du sein considérés comme hormono p@ditjgins et al, 2011).

L'étude génomique des cancers du sein de sousluygieal A, a permis d’identifier
GATAS3 et FOXA1 comme de prometteuses et potensigtibles thérapeutiquéMehta et
al., 2012),I'expression de FOXAl a été positivement corr@l€expression de RE et

particulierement chez le sous type luminal A etatiégment corrélé avec la taille et le grade

————————————
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tumorale, le statut ganglionnaire et I'expressionkd-67 et le HER2(Mehta et al., 2012 ;
Hisamatsuet al,2012) Il est a noter qu’une autre étude a observé conélation entre une
forte activité de : estrogen response element (ERE cancer du sein luminal (&ohno et
al., 2012).

1.8.6.2Le sous type luminal B

Les tumeurs Luminal B répondent mal aux thérapmsnonales et sont de mauvais
pronostics, a ce jour aucune thérapie ciblée stexpour le sous type luminal B, cependant
des cibles thérapeutiques potentielles peuventezxpsur les cancers du sein luminal B.
Plusieurs essais cliniques ciblant les voies IGEF et PI3K/AK ont été rapporté3ran et
al., 2011).Le ciblage de la voie PISBK/AKT/mTOR est 'une ge#as prometteuses approches
thérapeutiques pour les cancers du sein luminal uB rgsistent a I'hormonothérapie
(Ignatiadis et al, 2013).

Trés récemment une équipe a observé que TOX3 atdémtiel de réguler I'expression
des RE. Dans cette étude TOXS3 jouait un réle sigsificatif en rendant les tumeurs plus
agressives et métastatiques, ce qui leur a perenisodsidérer TOX3 comme un nouveau
biomarqueur potentiel pour les tumeurs luminaleduBcancer du sei(Seksenyanet al,
2015).

Une autre recherche préclinique a identifié un e oncogéne du cancer du sein
impliqué dans le sous type luminal- B « ZNF70®ans cette étude ZNF703 était amplifié
dans les tumeurs luminal B et sa surexpressi® associée a un mauvais résultat clinique.
Les chercheurs ont également observé que ZNF708 w@tarégulateur des récepteurs
oestrogéniques et pouvait avoir un role dans l@&mouvellement des cellules souches
cancéreusegSircoulomb et al, 2011) suggérant l'inhibition de ZNF703 comme thérapie

ciblée potentielle pour les tumeurs luminales B.

La cycline D1 survient dans 10% des cancers du, i@ a pour rbéle d’induire la
prolifération cellulaire en interagissant avec CBKil a été suggéré que des inhibiteurs de la
cycline D1 pouvaient avoir un effet sur les canakrssein luminal B ou la prolifération est
importante, ces inhibiteurs sont en cours de d@pelmen{Jeselsohret al, 2010).
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Une autre protéine impliquée dans la résistancentiwale « RECQL4 » a été
découverte par(Bergamaschiet al, 2011)la considérant comme une cible thérapeutique
potentielle dans le cancer du séiRatel et al., 2013 ; Fanget al, 2013) aussi, le ciblage
de YWHAZ et ses protéines co-régulatrices comn@XM1 ou NHERF1 peut rétablir la
sensibilité endocrine et réduire le risque de geidles cancers du sefiiran et al, 2011 ;
Karn et al, 2011 ; Bergamaschet al.,2011 ; Kooet al, 2012 ; Wanget al, 2011) Une
étude a indiqué l'association entre les tumeursriahB et la surexpression de la protéine
NHERF1 (sodium-hydrogen exchanger regulatory fatdorL’expression de NHERF1 est
associée a une résistance au traitement hormonsalles cancers du sein RE-pogiarn et

al., 2011).1l est donc a considéré NHERF1 comme une potémtiddle thérapeutique.

1.8.6.3 Le sous type HER2+

La surexpression de la protéine HER2 était corréléene résistance au traitement
endocrinien et chimiothérapique de ce fait 'ampso anti HER2 « Trastuzumab » a été
développé. L'élaboration de cet anticorps fut lenpiére approche thérapeutique basée sur le
profil génomique du cancer du sein. Trastuzumah axcellent effet anti-tumoral avec des
effets secondaires bénins et a été approuvé patJ@d Food and Drug Administration » en
1998 aux états unis. Lorsque Trastuzumab est cangbia chimiothérapie, le taux de réponse
globale a été augmenté ainsi qu’'une observationedamélioration de 25% du temps de
survie médiane par rapport au traitement chimiaghéutique seulBaselgaet al, 2001 ;
Slamonet al, 2001).L’équipe (Baselgaet al, 2012)a trouvé que le traitement qui combine
les anticorps monoclonaux Pertuzumab et trastuziavab le docetaxel augmentait la survie

sans progression des patientes HER2+ qui présentie métastases.

Un autre traitement anti HER2 existe appelé « Tmshab Emtansine : T-DM1 » qui
selon(Verma et al, 2012)a pour effet d’améliorer la survie globale cheg patientes qui

continuaient & progresser méme apres un traitetnease de Trastuzumab et de taxane

Le lapatinib est un inhibiteur réversible des tymes kinases de HER1 et HER2. Son
bénéfice a été démontré en association a la capewt chez des patientes traitées pour un
cancer du sein métastatique avec surexpression HE®2r et coll (2006)ont rapporté les
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résultats d’'une cohorte de patientes traitéesagpatinib pour des cancers du sein Luminal A
ou meétastatique HER-2 positifs résistant au Trashab et qui ont été randomisées entre
recevoir capecitabine seule ou avec lapatinib.draliinaison capecitabine - lapatinib a réduit
le risque de progression de la maladie de 51% ca¥apala capecitabine seule.

1.8.6.4 Le sous type BASAL LIKE (TN)

Contrairement aux sous types luminal A et luminaléBcancer du sein de sous type
triple négatif a un taux de réponse plus élevé mais survie sans maladie et une survie
globale beaucoup moins courtidudis et al, 2011),actuellement la chimiothérapie est le
principal traitement des patientes triples négativ&-dessous plusieurs nouvelles approches
thérapeutiques sont citées.

> Inhibition du Poly (ADP-Ribose) Polymerase

L'enzyme PARP joue un réle important dans la rémarales cassures de I'ADN simple
brin par la voie de base-réparation par excision se liant directement aux sites de

dommages a I'ADN et en recrutant d'autres enzyrmedmhration d’ADN.

Dans les cellules cancéreuses porteuses de mutatemngénes BRCAL et BRCA2 la
recombinaison homologue (réparation des cassuwrablal brin) n’est plus fonctionnelle,
l'inhibition de la PARP conduit a une accumulatihm cassures de I'ADN simple brin qui
dégeénere en cassures double brin entrainant ladeertellules puisqu’elles sont incapables
de réparer les dommages de I'AlDNelleday et al, 2005) Des études ont montrés que les
cellules déficientes en BRCA étaient sensibles iambiteurs de PARRFarmer et al,
2005 ; Bryant et al, 2005) ce qui a conduit a leur évaluation en monothérapieen
combinaison avec des agents cytotoxiques dansaitertrent des cancers du sein triple
négatif. Un premier inhibiteur oral contre PARPt@ &pprouvé par la FDA en décembre 2014
I'Olaparib en monothérapie, 'EMA a recommandé sadilisation dans le traitement
d'entretien de rechute des tumeurs & BRCA niltdt et al, 2010). Veliparib, un autre
inhibiteur de la PARP par voie orale 1 et 2, agiiéndamment évalué en combinaison avec

plusieurs agents chimiothérapeutiques comme chimbéopialisateur. ER01Q Isakoff et son

32



CHAPITRE | : REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

équipe ont mené une étude chez 41 patientes, le taux mEnseé chez les porteuses de

mutation BRCA a été de 37,5% (3/8), dont une réepaosnplete et deux réponses partielles.

A ce jour, les données suggérent qu'une stratégitraitement en monothérapie des
inhibiteurs de PARP n’est pas efficace pour lesceedu sein triple négatif sporadiques,
mais préférentiellement actif dans le cancer da 8RCA-muté. Des approches sont en
cours d'élaboration afin de sensibiliser les cackr sein triple négatif a l'inhibition de la
PARP (Matulonis et al, 2014 ; Johnsoret al, 2010).

> Inhibition de la voie PI3K/AKT/mTOR

La voie de signalisation PIBK/AKT/mMTOR est impliguélans la survie cellulaire, le
métabolisme, la prolifération, la motilité, la magion, l'invasion et I'angiogéne¢Patta et
al.,, 1999). L'activation de la voie PI3K entraine la perte duppresseur de tumeur
phosphatases inositol polyphosphate type 4 - platapé 1l ( INPP4B ) et la perte de la
phosphatase et homologue de tensine ( PTEwinner et al., 2009 ; Cancer Genome
Atlas Network 2012 ) alors que l'amplification de I' AKT et la transétion de AKT3 se
produit dans un petit sous-ensemble des canceseiduriple négatifs d'ou la nécessité de
cibler ces protéine@Banerji et al, 2012) ipatasertib (GDC-0068) est une nouvelle petite
molécule inhibitrice des trois isoformes sérin@réonine kinase AKT. En monothérapie il a
montré une activité chez plusieurs modéles de gw&fi@s avec I'activation de la voie AKT
par une perte de PTEN et/ou la mutation de PI3lsAkoff et al, 2014).

»Facteurs de croissance surexprimes

Plusieurs récepteurs de facteurs de croissancessmxprimés dans les cancers du sein
triple négatifs dont EGFR et VEGFR. les essasiglies en phase Il et Il des drogues qui
interrompent la voie de signalisation de EGFR eG¥R ne sont plus poursuivies pour des
raisons de non sélection des cancers du sein trggatifs(Baselgaet al, 2013 ; Cameron
et al, 2013) Cependant il existe plusieurs inhibiteurs anthakle avec une influence
relativement élevée contre les FGFRs dont dovitifiiki258), nintedanib (BIBF1120),
ponatinib (AP24534), et lucitanib (CO-3810), auewwiude actuelle ne vise spécifiguement
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la population des tumeurs triples négatives , waiede phase Il ( NCT02202746 ) est en
cours dans les cancers du sein métastatique paluegvucitanib orale dans les tumeurs qui
ont un FGFR1 amplifié ou une amplification 119+ Jes patientes de ce sous groupe sont
admissiblegNCT02202746, 2015).

» Thérapie ciblée du récepteur d’Androgene

D’autres stratégies thérapeutiqgues sont en courgalliation notamment celles qui
ciblent le récepteur d’Androgene (AR) qui est expridans 10% a 15% des cancers du sein
triples négatifYNeimeir et al, 2010) Luminal AR est une sous classe des tumeurs griple
négatives caractérisées par l'expression de gammidux et par l'expression de AR
(Lehmann et al, 2011) Des études ciblant AR sont en cours d'études tgle le
Bicalutamide(Gucalp et d., 2013 ), I'enzalutamide(Traina et al, 2014)et l'orteronel
(TAK-700; NCT01990209fYamaokaet al., 2012).

» Thérapie ciblée du NOTCH

La voie de signalisation NOTCH affecte de nombrpuxcessus cellulaire tels que la
prolifération, I'apoptose, l'angiogenése et l'autenouvellement des cellules souches
(Harisson et al, 2010 ).13% des cancers du sein triples négatifs aveagations au
niveau du domaine PEST des récepteurs NOTCH1 , M2ZTEIOTCH3 étaient tres sensible
a linhibiteur de gamma -sécrétase , PF- 0308404ahg et al, 2015) ceci suggere que les
inhibiteurs de gamma -sécrétase peuvent avoir oun@r prometteur dans le traitement d'un

sous-ensemble des cancers du sein triples négatifdes altérations spécifiques de NOTCH.

» Inhibition de la voie JAK2/STAT3

Janus kinases (tyrosines kinases) et signal twaesdand activation of transcription 3
(STAT3) sont des protéines qui entrent dans la cmitipn de plusieurs récepteurs de
cytokine qui régulent la croissance cellulaireagsuirvie(Aittomaki et al, 2014) Ruxolitinib,
est un inhibiteur oral puissant contre JAK1 et 2AKl est approuvé pour le traitement de la
myelofibrose intermédiaire ou a haut risque etnesintenant en cours d'évaluation dans le

cancer du seifNCT02041429, 2015)ces essais permettront d'évaluer I'expression de
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pPSTAT3 dans les tumeurs triple négatives inflammnesodu cancer du sein avant et apres

traitement , avec une baisse attendue de I'exprepSITAT3 apres le traitement.

> Ciblage de la protéine Trop-2

Trop-2 est une protéine de surface cellulaire quimée dans plusieurs cancers
épithéliaux impliquée dans la régulation de l'adtwéscellulaire (Stepan et al, 2011 ;
Alberti et al, 1999 associée a un mauvais pronostic dans les caduessin(Ambrogi et
al., 2014), des études sont en cours pour cibler Trop-2 chepdéientes a cancer du sein
triple négatif, IMMU-132 (isactuzumab govitecargt ein anticorps conjugué contenant
I'anticorps monoclonal humanisé anti Trop-2 : hRE&s données précliniques montrent que
IMMU- 132 a donné lieu a une régression tumoratzwe chez MDA -MD- 468 modeles de
xénogreffes triples négatif du cancer du g8oldenberget al, 2014). En Janvier 2014 la
FDA attribue a I'MMU- 132 la désignation « voiapide » pour le traitement des patients

triples négatives qui ont continués a développéuesastases.
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Figure 6. Différentes voies oncogéniques comme ldb moléculaire dans la prévention

du cancer du sein(Den Hollander et al, 2013)

Lignes continues représentent les traitementsatilldes couramment utilisés dans la préventionadicer du

sein, les lignes discontinues représentent leetmaints en cours de développement
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1.9 LES PROTEINES RAB 25

De nombreuses pathologies peuvent étre attribuédssaaltérations dans le trafic
endocytaire, ce trafic est assuré par les pradRAB ainsi que d’autres protéines associées.
Les protéines RAB se retrouvent surexprimées damsombre de cancers dont celui du sein.
Nous allons présenter les petites protéines GTPR#d3 avant de nous intéresser aux
protéines RAB 25.

1.9.1 La Famille des protéines RAB

Les protéines RAB sont les protéines les plus rtajes de la super famille Ras des
petites GTPasefChavrier et al, 1999). Il existe approximativement 60 protéines RAB
codées par le génome humain en plus d’autres RABrgés par épissage alternéRei et
al.,, 2002) La Figure « 7 » illustre les protéines RAB associées au traftcarellulaire,
treize de ces protéines sont impliquées dans fe temdocytaire (RAB4, RAB5, RAB7,
RAB9, RAB11, RAB14, RAB15, RAB17, RAB20, RAB22, BR&5, RAB34, RAB39.
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Figure 7. Les grandes voies de trafic intra cellaire vésiculaire et les protéines RAB
associees (Zeriakt al.,2001)

La participation des protéines RAB dans les diffégs étapes du trafic intracellulaire sont représnsur ce
schéma. Certaines de ces protéines sont exprirpéesiguement dans des tissus ou des types cedalai
particuliers. CCV : clathrin-coated vesicle; CC#athrin-coated pit; EC : epithelial cells; ER :
endoplasmic reticulum; IC : ER-Golgi intermediaterpartment; M : melanosomes; MTOC :
microtubule-organizing centre; SG : secretory glasiSV : synaptic vesicles: T : T-cell

granules; TGN : trans-golgi network
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1.9.2 Régulation des protéines RAB

Les petites GTPases fonctionnent selon des cyclastivéhtion et d’inactivation
dépendant de leur association au GDP (guanosinsiiiiade) ou au GTP (guanosine
triphosphate) tout ceci étant contrélé par difféeenprotéines régulatrices des RAB. Les
Petites GTPases alternent ainsi entre un étatéaliévau GTP et une forme inactivée liée au
GDP. L’'activation de la petite GTPase est permeel’'pchange du GDP par du GTP, étape
catalysée par les facteurs d’échange GEF (gudhinbange factors). La mise en place de la
molécule de GTP induit des modifications conforomatielles de la structure tertiaire de la
protéine RAB. Des domaines d’interaction avec caspartiments cellulaires et avec des
effecteurs spécifiqgues sont exposés par les pestdRAB activées. Ce sont ces interactions
qui permettront aux RAB d’exercer leurs fonctioB®(rne et al, 1991 ; Herrrmann et al,
2003).

La capacité d’hydrolyse du GTP en GDP et la conerrgers un état inactif lié au
GDP nécessite l'intervention de facteurs protéiquéss facteurs sont des protéines

activatrices de l'activité GTPasique ou GAP (guarHactivating protein).

D’autres protéines modulent I'activité des RAB, f@stéines GDI (GDP dissociation
inhibitor), participent au maintien des RAB danseuiorme inactive, mais aussi a leur
localisation spécifigue a la membrane de certaomepartiments. Cet adressage des RAB
dépend de la géranylgéranylation de leur domaingogg-—terminal. Pour cela, les protéines
RAB nouvellement synthétisées sont prises en chaageles protéines nommées REP (RAB
escort protein) qui ont pour fonction de les présea des géranylgéeranyltransférases (GGT).
Par la suite, les RAB sont accompagnées dans ¢plegime jusqu'a leur point d’arrivée par
les protéines GDI qui jouent alors un réle de gre chaperonne. Les facteurs de
dissociation des GDI, les GDF (GDI dissociationtdag participeraient a la spécificité
d’adressage des RAB vers leur membrane cible emnagssant les GDI associées aux RAB.
Ce sont ensuite les interactions hydrophobes &drgroupements géranylgéranyles des RAB
et les lipides des bicouches lipidiques qui peremttaux protéines RAB de s’associer aux

membranes des différents compartimdéhrtgure 8) (Stenmark et al, 2009)
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Figure 8. Le cycle d’activation des petites GTPasé¢sAB
(Stenmark et al, 2009)

L’endocytose est un processus cellulaire fondarhemégessaire pour l'absorption
réglementée et le transport intracellulaire de waclécules. Il ya de nombreux itinéraires
lequel les molécules peuvent étre internalisésmpes les récepteurs d’endocytose médiée
par des veésicules recouvertes de clathrine, mawropiose et la phagocytogeonner et al,
2003).

De nombreux exemples du réle des RAB dans lespiats intracellulaires pourraient
étre détaillés mais nous allons nous focaliserlesiprotéines RAB 25 et leur rble dans le

transport endocytaire ainsi que leur implicationgl carcinogénese mammaire.

1.9.3 La protéine RAB25

RAB25 (également connue sous RAB11c ou CATX -8kaatd été isolée a partir des
cellules pariétales gastriques du lapin. Contragr@ma la plupart des RABs , qui sont
exprimés de maniére ubiquitaire , I'expression AB8F5 a été limitée a la muqueuse gastro-
intestinale , poumon et du rein : les plus hautganix d'expression étaient dans le colon et
I'épithélium iléal. Les protéines RAB11 exprimées thaniere ubiquitaire ( RAB11A et
RAB11b ), qui sont des homologues a la protéinéedere YPT3, sont les homologues les

plus proches de RAB25 , formant la sous famillaBR1 (Bourne et al, 1991).
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RAB11 et RAB25 sont détectées dans les ARE , I'endte de recyclage périnucléaire
(PRE) et le réseau de Golgi trans , ces pratéidgulent les fonctions cellulaires , y compris
la prolifération, la transduction des signauxpdjptose , L'organisation des microtubules , le
recrutement de H+K+ ATPase , le recyclage du récepte la transferrine , la transcytose de
immunoglobuline A et le trafic de I'intégriné€Cheng et al, 2004 ; Chenget al, 2005 ;
Yoon et al, 2005).

1.9.3.1 Les interactions de la protéine RAB 25

La diversité des protéines qui interagissent aescprotéines RAB fournit un grand
niveau de complexit@Figure 9 et Figure 1Q. Les petites GTPases peuvent interagir avec un
large éventail de protéines effectrices dans lerecatli trafic vésiculaire. Ces protéines
interagissant comprennent des classes de moteuécutares (par exemple, myosines et
kinésines ) et des protéines d'échafaudage quniseya des complexes multiprotéiques . Les
protéines RAB-interacting peuvent coordonner lésractions avec les protéines moléculaire

motrices, en s’associant avec d'autres petits GPas

Inactive

Active
GTP-bound

{

RAB-interacting
proteins:

= Molecular motors
= GEF= and GAPs

= Scaffolding

GDP-bound

proeteins
Scaffolding Other =mall Motor
protein complexes GTPases proteins

Figure 9. Interaction des protéines RAB avec les fiérents effecteurs (Goldenringet al,
2013)
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Figure 10. Réseau d’'intéraction de RAB 25 avec di@res protéines (Agarwalet al,
2009)

La figure « 11» illustre un exemple d’'un réseau d’interacticgs dnembres de la
famille des RAB11 (RAB11A, RAB11B, RAB25 ). Il yactuellement au moins dix
effecteurs pour les Rabl11 (dont RAB25) ; sept&ines intéractive de la famille des RAB11
( RAB11 - FIPs )(Hales et al, 2001 ; Prekeriset al, 2001) RAB11 protéine-liante
(également connu sous Rabphilin 11 et WDRMammoto et al, 1999),Myosine & et
Myosine P (Lapierre et al, 2001 ; Rolandet al,, 2009) Rabin8( connu aussi sous RBA3IP)
(Fenget al, 2012 ; Knodleret al, 2010)et SEC15 ( également connu sous le nom EXOC6
) (Wu et al, 2005 ; Oztanet al, 2007) toutes ces protéines peuvent étre trouvéesldans
mémes cellulegRoland et al, 2009 ; Jinet al, 2006). Ainsi, des modifications dans
'abondance des effecteurs interagissant avec pedite GTPase pourraient changer la

dynamique de la traite.
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Figure 11. Interactions protéiques pour la réguléion du trafic membranaire a travers
les endosomes de recyclage (Membres de la famillABRL1 : RAB11A-RAB11B-RAB25)
(Goldenring et al, 2013)

1.9.3.2 Implication de RAB 25 dans la carcinogénese

La dérégulation de la signalisation et du trafics décepteurs est associée a un
développement du cance(Polo et al, 2004 ; Bacheet al, 2004) et donc l'expression
aberrante de RAB GTPases pourrait provoquer la tiggreese. Il est tentant de spéculer que
cette carcinogénese est causée par un recyclmgeaat des récepteurs de signalisation,
étant donné le rble établi de RAB25 dans le trafitravers les endosomes de recyclage
(Wang et al, 2000).

Les études indiquent que les membres du recyclag@lRA, RAB11B, RAB25 et
leurs effecteurs exercent un role important dansidiéiples cancers dont celui du sein, colon,
vessie, poumon, les reins, I'ovaire, endometrestate et les cancers de type carcinoide
(Mosessoret al, 2008) RAB 25 est plus fréquemment impliqué dans ladtigénése que
les autres membres du RAB 11 a cause de la préderlasséquence DTAGLE dans les sites
du GTP lié au lieu du DTAGQE trouvé dans RAB ldsague dans la plupart des membres
de la famille RAB (Mitra et al, 2011).
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Les études indiquent que RAB 25 est impliqué dantuimorigénese en régulant la
localisation de I'intégrine recyclant des vésiculea été observé que dans les cancers du sein
et de l'ovaire, RAB 25 inhibe I'apoptose et augneeta prolifération et I'agressivité des
cellules cancéreuses. La surexpression de RAB &®& aeportée dans le cancer de I'ovaire
(Chenget al, 2004 ; Liuet al, 2012),la prostat¢Calvo et al, 2002) le sein(Wang et al,
2009, le colon(Goldenring et al, 1993) le foie (HE et al, 2002)en plus de la vessie
(Mor et al, 2003 ; Zhanget al, 2013)et de la tumeur de Wilm®atrajan et al, 2006),ce

qui indique que dans ces situations RAB 25 agitroemn oncogene

Par contre une perte de RAB 25 a été associée daugmentation du développement
tumoral ce qui indique que RAB Zf2ut se comporter comme un gene suppresseur dartume
dans le colon, cancers de I'cesophage et le calcsein de type triple négatif en régulant
'adhésion cellulaire, la polarité et les voies signalisation(Cheng et al, 2010). Tres
récemment des chercheurs ont démontré l'implicatien la protéine CLIC3 (chloride
intracellular channel protein 3) et de l'expresside l'effecteur de RAB 25: RCP a
déterminer si RAB 25 agirait comme promoteur oupsegseur des cancefdNam et al,
2010 ; Dozynkiewiczet al, 2012 ; Tanget al, 2010).

1.9.3.3 RAB 25 et les cancers du sein

La surexpression de RAB 25 a été observée damsorrb0% des cancers du sein par
amplification du chromosome 1Vang et al, 2002 ; Chenget al, 2004 ; Chinet al,
2006).

L’amplification du gendRAB25 et la surexpression de I'ARNmM , mesurés par aCGH e
la réaction en chaine par polymérase , respectingnsent en corrélation avec une survie
globale plus courte dans le cancer du ¢€henget al, 2004) I'ARNmM du RAB25 et sa
protéine ont des niveaux d’expressions élevés tksidumeurs positives aux récepteurs
d'cestrogéne et au HERZ2, une expression intermedians les tumeurs basales et une faible
expression ou absente dans les cancers mammaiétaplasiquegAgarwal et al, 2009),
cela reflete les conclusions @henget al ( 2006 ), qui ont observé une surexpression de
RAB25 dans 92% ( 11 sur 12 ) des échantillons de BBsitif et une perte apparente

d'expression dans 83% ( 5 sur 6 ) déchantillon®- Bégatif et PR négatif. Le niveau
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d’expression de RAB 25 été significativement éleiéz les patientes avec des métastases

lymphatiques du carcinome canalaire inv@gih et al, 2012).

RCP (RAB Coupling Protein ou RAB11FIP1) a d’abor@ édentifi€é comme un
effecteur de RAB11/RAB4/RAB25, cette protéine a ndte physiologique dans le trafic
endosomalHales et al, 2001 ; Pedenret al, 2004).RCP est localisé dans 8p11-12 une
région frequemment amplifiée dans les cancers ihu($6 a 25% des ca@iray et al, 2004 ;
Letessier et al, 2006). Zhang et al2009) ont évalué I'expression du RCP par
immunohistochimie dans les différents sous typeoutaire du cancer du sein, cette équipe
a observé une expression élevée du RCP dans lesitsirde type luminal B et une faible
expression dans les tumeurs de type basal likepression été intermédiaire chez les
patientes luminal A et normal like, ces résultattiquent que I'expression du RAB25 et du
RCP est fortement corrélée a I'agressivité , I'siva et la métastase du cancer du sien.

Il est plausible que les interactions du RCP aRedll et / ou RAB25 favorisent le
recyclage des protéines au cours de leurs dégoadatiméliorant ainsi la fonctionnalité de
protéines membranaires clés telles que les in@griet les récepteurs de facteurs de

croissance qui transmettent des signaux oncogénique

RAB25 est I'une des rares protéines RAB qui @gédrdirectement avec une protéine
transmembranaire, I'intégringl. RAB 25 est capable de contrdler le recyclageédepteur
de la fibronectine, l'intégrine5p1 et ainsi faciliter la migration des cellules isixees.
(Caswellet al, 2007),une année plus taildaswell et ses collegues ont rapporté le premier
mécanisme détaillé du RCP qui pourrait augmentgrmigration des cellules tumorales
(Caswell et al, 2008).Les auteurs ont montré que dans le contexte deilbition de
l'intégrinea,33, RCP pourrait former un complexe physique aVietegrine o581 et EGFR1
et que ce complexe non seulement améliore le raggclde EGFR1 mais également

'autophosphorylation de EGFR1 et de la signalisaen aval.

D’un autre coté il existe une relation entre d’'wtécl’expression de RCP avec son
activité de recyclage et de l'autre coté la phosglation de ERK et I'activation de H-RAS
et donc la signalisation médiée par les réceptdaerdacteurs de croissance, sachant que

I'endocytose et le transport endosomique des imegénembranaire a travers le cytosol font
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intervenir les MAPK par activation des réceptewrrbissancéVieira et al, 1996 ; Ceresa
et al, 2000).

1.9.3.4 Les thérapies ciblant les petites GTPasesAB dans les cancers

Plusieurs stratégies ciblant les membres de perfamille Ras dans les cancers sont en
cours de développement. Historiguement, les premassais cliniques étaient les thérapies
anti HRAS (ISIS2503) et c- RAF1 ( I1SIS5132 ) ; Ceg@nt , malgré une activité prometteuse
dans les études préclinique et un manque relatibxieité dans des études de phase |, ces
thérapies ne montrent pas une activité signifieatians les études de phas€dbudert et
al., 2001).Une autre stratégie était d’inhiber les petitedP@3Jes en bloquant le recrutement
membranaire en inhibant la prénylation des progg{&ebti et al, 2000 )par les statins,
bisphosphonates, les inhibiteurs des farnesylesases et des geranylgeranyltransferases
comme SCH115777. Ces inhibiteurs n'ont pas montré activité significative dans les
tumeurs solides au niveau des essais cliniquedadie $ll (End et al, 2001 ; Raoet al,
2004).Par conte des modifications dans le recrutemenRddB GTPases dans le domaine du
métabolisme de l'os ont été bénéfique ces agents BE10790 (nitrogen contenant
bisphosphonate) qui a une capacité de la farnémylate la protéine RAB 6 et I'acide
zoledronic(Coxon et al, 2001). Une autre approche a été décrite Pang et al (2010)
qui consistait en l'inhibition des intéractions rentes protéines en inhibant I'Arfl (ADP-

ribosylation factor 1) par Brefeldin A.

Finalement, le développement de molécules ciblEmplotéines RAB reste un défi en
raison des éléments suivants : (i ) superfamiis BTPases et leurs protéines de régulation
au sein de chaque sous-famille sont tres homolog(igsles protéines régulatrices peuvent
cibler plus d'un membre de la superfamille Ragiigthaque superfamille Ras GTPase peut a
son tour étre régulée par des protéines régulatmeeltiples , rendant l'identification des

inhibiteurs spécifiques difficiléAgarwal et al, 2009).

Une meilleure compréhension des mécanismes moléxdes protéines régulatrices et
des GTPases dans différents types et stades tumseaont nécessaires pour permettre un

ciblage efficace des petites GTPases tels RAB25 ol thérapie anticancéreuse.
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1.10 PROBLEMATIQUE ET OBJECTIFS
1.10.1 PROBLEMATIQUE

Le cancer du sein est une maladie complexe etdugge sur le plan biologique,
histologique et en termes d'évolution clinique et déponse aux traitements. Cette
hétérogénéité tumorale, en partie responsable clesce thérapeutiques serait le reflet de
plusieurs entités cliniques dans les cancers do. 4éanalyse des profils d’expression
transcriptomique a permis d’identifier de nouvelldasses de tumeurs dans des groupes
morphologiquement homogenes mais hétérogenes du gmivue de leur évolution clinique.

Cette technique est cependant loin d’étre réaksablroutine.

Dans ce contexte, nous nous sommes proposeé ddietales cancers du sein par une
approche immunohistochimique comme technique dubigé a l'analyse par microarray.

Mieux classer les cancers du sein permettrait

- une classification plus fine des tumeurs exprimiast récepteurs hormonaux en
groupes de bon pronostic (Luminal A) et de maugeisostic (Luminal B),

- de mieux comprendre la biologie tumorale inhér@ntbaque sous-type moléculaire
de cancer du sein,

- d'identifier des marqueurs pronostiques et cilblegsapeutiques potentielles, pour
affiner les indications thérapeutiques et amélitaesurvie des patientes,

- de mieux traiter les patientes atteintes de sgus-tnoléculaire particulierement
agressif de cancer du sein, tel que le luminal Boetr lequel aucune thérapie ciblée

n'existe a ce jour.
1.10.2 Objectifs
L’objectif premier de notre thése était :

- d’étudier les caractéristiques histocliniques eténualaires des tumeurs issues de
patientes atteintes de cancer du sein dans larégimord- ouest de I'Algérie,

- de classer les cancers du sein en plusieurs spes tyoléculaires par une approche
immunohistochimique,

- d’étudier la distribution des sous-types molécekitiu cancer du sein dans la région

du nord- ouest de I'Algérie,
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d’établir des corrélations entre les sous-typesémdaires et les caractéristiques
histocliniques et moléculaires des tumeurs.

Nous avions pour second objectif :

d’évaluer le niveau d’expression de RAB 25 danssless types moléculaires du
cancer du sein,

de corréler I'expression de RAB 25 avec les difiéseparametres histocliniques et
moléculaires,

de corréler I'expression de RAB 25 aux sous typekeaulaires du cancer du sein.
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EPIDEMIOLOGICAL STUDY AND MOLECULAR BREAST
CANCER SUBTYPESDISTRIBUTION AMONG WEST
ALGERIAN PATIENTS

Cette partie de la these a fait I'objet d’une publication internationale aupres d’une revue
avec comité de lecture spécialisé.

« Journal of International Research in Medical and Pharmaceutical Sciences »
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ABSTRACT

Purpose: Breast cancer is the leading cause of cancer death in waorédwide and in particular in Algeria.
Breast cancer is a heterogenous disease; its molecutmificition is based on gene expression and on
proteomic profile to distinguish five major subtypksninal A, Luminal B, HER2+, basal like and normal like
We aimed in present study to achieve an epidemiologic studjoacairelate molecular breast cancer subtypes
with clinico pathological features among west Algeriangyds.

Materials and Methods: We performed a retrospective study on 829 patients d&eghwith primary breast
cancer who underwent initial surgery in west Algeria Hospib@sveen january 2008 and December 2013.
Assessment of estrogen/progesterone receptors and HERhpm@xpression on some cases was determined by
immunohistochemistry. Molecular subtypes definitions wereodlsws: Luminal A (ER+, PR+/-, HER2-),
luminal B ( ER+, PR+/-, HER2+), Triple negative (ERR-, HER2-), HER2+( ER-, PR-, HER+), they were
correlated with some clinical characteristics: medige &istological type, SBR grade and pathological ayilla
lymph node status.

Results: The mean and median age of the 829 patients were 50.66 arnehrOrgspectively. 62% of the
patients had positive lymph nodes and 11% had distant tasitast diagnosis. Metastasis free survival at 5

*Corresponding author: Email: belhadj_ami@yahoo.fr;
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years was 70%. Proportions of molecular subtypes wefallaws: 41.86% luminal A, 29.58% triple negative
breast cancer, 15.09% luminal B and 13.46% HER2+. A signifidifference was noted with axillary lymph
node P=0.038), Invasive ductal carcinoma was predominant amomgaddicular subtypes, Luminal A patients
represents the highest proportion of axillary lumph node, dndv@men represent to diagnosis at the
intermediate or late stages of breast cancer.

Conclusions: The distribution of molecular subtypes of breast cadiffars when comparing to other countries,
Luminal A subtype is the commonest subtype among WestiAlggatients. Women were young and had an
aggressive breast cancer profile this might be due to figvalence of triple negative breast cancer subtype.
This study will lead to enhance the care of patients.

Keywords: Breast cancer; West Algeria; molecular subtype; prapuort

1. INTRODUCTION Each patient gave written informed consent and the
study was approved by our institutional review
Breast cancer is the most commonly diagnosed cangg@mmittee.
and the leading cause of cancer death in women
worldwide [1], the incidence has increased more tha®.2 Immunohistochemistry
20% and mortality by 149®] .
The formalin-fixed paraffin-embedded tumor tissue
In Europe 463 800 new cases of breast cancer weskdes were first deparaffinized twice in xylene for 10
recorded with a standardized age of 94.2 /100,000 fninutes each. The slides were hydrated twice in
2012 and 131,200 dead women with a standardizegtohols for 10 minutes each, washed once, fér
age of 23.1 / 100,000 in the same year [3B minutes, incubated in target retrieval solution
Approximately 50% of all women with newly Citrate (pH 6.0) in a boiling water-bath for 50
diagnosed breast cancer in the United States are ol@sihutes.
than 63 years, while in many so-called developing
countries almost half of women with newly diagnosedhe slides were cooled for 20 minutes. Following
breast cancer are younger than 50 years ofddgeor washing in phosphate-buffered saline (PBS), slides
Algerian women the age standardized incidence perere incubated with 3% hydrogen peroxide in
100,000 for breast cancer in 2002 was 23, 58] methanol for 10 mino block endogenous peroxidase
about 11% of breast cancer cases occur in womenactivity and washed again in,B for 5 minutes and
35 years old, and 55% of cases<&@0 years [6]. then incubated with a blocking serum for 10 minute.
Breast cancer can be divided into three major
molecular subtypes : luminal, HER2+ and TripleThe slides were incubated, Monoclonal Mouse Anti
negative tumors. Luminal tumors have beefduman Estrogen Receptar (Dako; clone 1D5),
associated with the most favorable prognoses, whildonoclonal Mouse Anti-Human  Progesterone
Her2-overexpressing and basal-like tumors, or theReceptor (Dako; clone PgR 636), Monoclonal Mouse
surrogate triple negative tumors, have been associatgti-Human HER2-pY-1248 (Dako, clone PN2A);
with the worst prognoses.There is a lack of Wwith a dilution of 1: 100, 1: 100, 1:100 respectively
information about breast cancer molecular subtypder 1 hour, washed in PBS for 5 minutes then
distribution in west of algeria. The present workincubated in secondary antibody (Dako REAL™
analyses the epidemiological features and distributidanVision™ Detection System) at room temperature
of molecular subtypes associated withfor 30 minutes. The slides were washed and

clinicopathological parameters among West Algeriageveloped in 3, 30-diaminobenzidine
patients diagnosed with breast cancer (Peroxidase_DAB, Rabbit_ Mouse purchased from
Dako.) under microscopic observation. The reaction
2. MATERIALS AND METHODS was stopped in tap water and the tissues were
counterstained with Mayer’s hematoxylin,
2.1 Study Population dehydrated, and mounted. The images were taken

using Leica DFC 280 (Leica DM LB2). The
A retrospective study was performed on 829 womegvaluation of the IHC was conducted blindly by H.B
patients with primary adenocarcinoma who underwenind HJ.B.
initial surgery in West Algeria hospitals between
January 1, 2008 and December 31, 2032 main 2.3 Immunohistochemistry  Scoring  and
histoclinical characteristics of tumors were recorded Molecular Subtype Classification
from the oncological reports of patients hospitalized
in three hospitals: Public hospital of Oran, MilitaryThe classification of positive immunoreactivity in
hospital of Oran, Public hospital of Sidi Bel Abbestumor cells was carried out according to the
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percentage of immunopositive cells: <10% wagsommon in luminal A subtype (47.4%), while stage

classified as negative and > 10% as positive for ERl was at 35.1%, 15.3%, 33.2% and 16.4% in luminal

and PR nuclear markers. Membranou#\, luminal B, TNBC and HER2+ subtypes

immunoreactivity of HER2 was scored as follow: Orespectively (Table 2).

and 1+ indicates negative; 2+, indeterminate; and 3+,

positive for overexpression. Among a total set of 829 patients we performed a
metastasis free survival curve on 738 patients, median

We defined breast cancer molecular subtypes &sllow up was 23.21 month. MFS after 5 years was

follow: 70% (95CI = [0.62-0.78]), we also estimated more
than 11 years (138.6 months) the median survival

Luminal A (ER+, PR+/-, HER2-), luminal B (ER+, time (Fig. 1).

PR+/-, HER2+), Triple negative (ER-, PR-, HER2-),

HER2+(ER-, PR-, HER+). Kaplan—Meier metastasis-free survival (MFS) curves
(plain line) of the 738 breast cancer patients are

2.4 Statistical Analysis presented with 95% confidence intervals (dashed
line).

For statistical analysis, metastasis free survival$MF _ )
curves were estimated using the Kaplan-Meie-ll—he 5-year MFS was 70% (95CI=[0.62-0.78]); 50%

method, the MFS follow-up times were measureaurvival time (months) was 138.6 and the follow-up

from the date of diagnosis till the first occurrence o{‘“Edian (months) was 23.21.
distant metastasedledian follow up, MFS after 5

years, its 95% confidence interval (Cl) and media
survival time were assessed. Statistical significan . . .
was determined witf? < .05. The statistical analyses 09  (85.52%) patients  received  systemic

were performed with SPSS, version 20.0 (SPSS, m&bemqtherapy (12'33%) anc! (95.20%) . in the
Chicago IL). neoadjuvant and adjuvant settings, respectively. For

their primary BC, 410 patients (52%) received cranial
radiation (XRT), 117(14.11%). Herceptine targeted
therapy and 222 (27%) received hormonal therapy.

g3-2 Overview of Systemic and Local Therapies

3. RESULTS
3.1 Patients and Tumors Clinical Features 4. DISCUSSION

In the cohort of 829 tumors, 422 (62%) were fronThis study conducted on Algerian breast cancer
patients with lymph node — positive disease, and 11¥atients analyzed the epidemiological, clinical and
had distant metastasis at diagnosis. The patients wejigtcome associated with breast cancer. The current
aged 25- 88 years with a mean age of 50.66 and tbgidy represents a large retrospective review of 829
median age of 49 years. The tumor histological typgsatients diagnosed with primary breast cancer over 5-
were as follows: 652 (83%) cases were of ductglears period2008 — 2013)

carcinoma and 93 (12 %) cases of lobular carcinoma.

Twenty three percent of the patients had stage 4, 15461 Breast Cancer Epidemiology

had stage 3, 48% had stage 2 and 14% had stage 1

disease at the time of diagnosis. The SBR gradevl (loThe epidemiological results of our 829 patients
grade) was found in 29 (4%) cases, 409 (55%®llowed us to observe that women with breast cancer
patients had a intermediated SBR grade 1l, and 299 Algeria are younger than women with breast cancer
(41%) cases were high stage (Tlable 1). Table 2 in other countries such as United States [7] with
summarizes differences in clinicopathological feature$7.23% of patients under 40 years in our study against
between molecular subtypes, the distribution of th&.6% in United states. The median age from our study
molecular subtypes was as follow: 283 (41.86%ls like that found in Sub Saharan Africans women
luminal A, 102 (15.09%) luminal B, 91 (13.46%)(40-49 years ) and Tunisia (47 yed&p] and is in
HER2+ and 200 (29.58%) triple negative breastontrast with the median age found in american and
cancer (TNBC)There was not a significant differencespanich women (61 and 59.6 years respectively)
in the median age at diagnosis among the bredd0,11]. In terms of the average age found in our
cancer subtypes. Data for histological type wergtudy it was the same as found in Tunisia (50 years)
obtained for 688 patients, Ductal breast cancer w#$2]. Our findings also demonstrate that breast cancer
the most common between all molecular breast candér Algeria had an aggressive behavlwcause of it
subtypes in particular luminal A (39.6%). Moleculargreat proportions of pathological axillary lymph node,
subtypes differed significantly by axillary lymph reod high SBR grade and the pathological tumor size. In
status P= 0.038). For SBR Grade, stage Il was morgurrent study breast cancer affected postmenopausal
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patients (56.46%), this support studies in weghe disease is still in its early staged according to
countries and Asia [13,14] demonstrating that a larghe North American Surveillance, Epidemiology, and
weight gains after the age of 18 is considered asEnd Results Program database reveals that 60% of
strong risk factor for breast cancer in postmenopaudaleast cancers are diagnosed at stages 1 and 2
women [15], for other countries (Tunisia [16], Egypt{20,21], this should lead Algerian government to
[17]) premenopausal women with breast cancer seenméensify screening and prevention program against
to be more common. Regarding SBR grade, patientseast cancer. In our cohort the MFS rate for 5 years
were at 96% of aggressive stages (ll, Ill) comparedas 70% (95 Cl, 0.62- 0.78) while 61% (95 ClI, 0.58-
with those with SBR | (4%) this proves that most 0D,64) in other study [22]. For the median follow-up
patients were presented in advanced breast cancer finding is in line with other$23], it can be
stage, this result is in agreement with other studiexplained by the lost of sight of patients, when ittis a
[18,19] unlike European women who present wher9 months in other repd4].

Table 1. Clinicopathological features of 829 breast cancersafents

Var Mod N (%)
Age (median year, min-max) 49 (25-88)
Orgar Bilateral 10 (1%,
Right 355 (50%)
Left 348 (49%
Tumor_type IBC 33 (6%)
NIBC 519 (94%)
T T1 75 (14%
T2 264 (48%)
T3 85 (15%
T4 130 (23%)
N 0 270 (50%)
1 267 (50%)
M 0 370 (89%)
1 48 (11%
Histological type Other 37 (5%)
Ductal 652 (83%)
Lobular 93 (12%)
SBR Grade | 29 (4%)
I 409 (55%
I 299 (41%)
Pathological axillary lymph node Negative 254 (38%)
Positive 422 (62%)
Pathological tumor size pT1 216 (42%)
pT2 253 (49%
pT3 43 (8%)
PR Negative 370 (49%
Positive 378 (51%)
ER Negative 337 (45%)
Positive 414 (55%
HER2 Negative 503 (71%)
Positive 207 (29%
Hormonal receptors HR+/HER2- 260 (39%)
HER2+ 207 (31%)
TN 202 (30%)
Radiotherapy No 385 (48%)
Yes 410 (52%
Hormone therapy No 604 (73%)
Yes 222 (27%)

5-Year Metastasis-free survival (n=738)

Follow-up median (months)

70%, 95CI1.87€0.78]
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Table 2. Correlation between breast cancer molecular subtypeand patient’s clinicopathological features

Luminal A Luminal B Triple negative HER2+

N (%)

P-value

N (%) N (%) N (%)

Median Age N= 195

48 (24,61%)46 (23,58%)53 (27,17%)

48(24,61% 0,908

Histological type Ducta 229 (39.6%)90 (15.5%) 185 (32.0%) m™3.0% 0,133
N=688 Lobular 36 (47.4%) 7 (9.2%) 21(27.6%) 25.8%

Othel 13 (39.4%) 3(9.1%) 16 (48.5%) (3.0%;
Pathological axillary lymph not  Negative 94 (42.5% 19(8.6%, 78 (35.3% 30 (13.6% 0,03¢
N=587 Positive 158 (43.2%)59 (16.1%) 102 (27.9%) 412.8%
SBR grade I 9 (45.0%) 1 (5.0%) 8 (40.0%) 2(10.0% 0,06
N= 628 I 164 (47.4%)49 (14.2%) 91 (26.3%) 42 (12.1%

1] 92 (35.1%) 40 (15.3%) 87 (33.2%) 05.4%

=

=

=

Lo

3

p

L]

]

]

=

-

@

=
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Fig. 1. Metastasi-free survival in 738 breast cancer patients

4.2 Molecular Subtypes Associations with
Clinicopathological Parameter:

The molecular subtypes distribution among W
Algerian womenis similar to that found on Tunisie
population by Fourati A et a[25] who have shown
that proportion of Luminal A was 50.7%, TNB
22.5%, Luminal B 13.4% and HER2+13.4
interestingly different results have observed a hig
proportion of luminal A and luminal B subtypes

European and Asian populatioiid,26] while in Mali

TNBC subtype waspredominant at 46.499[27].

According to our results the mean and median a
diagnosis in West Algerian cohort were 50,6 anc
years respectively. Thesesults are low and may L
due to the high prevalence( in our cohort) of TN
and inflammabry breast cancer (IBC) represent
breast cancer molecular subtype and clinical er
known to be associated with a younger age where
other previous study women with the lowest m

22

age were diagnosed with an ER+ and/or PR+
HER2+'Y, in addition Bhargavaet a. [28] have
found that median age represents some differe
with those found in our study53 years in Luminal A
47, 49 and 48 years in Luminal B, Triple negatine
HER2+ respectively Concerning histological typ
invasive ductal cancer was predominant in
molecular subtypes in our cohort followed by invas
lobular cancer, these findings are in agreement
the study conducted Wyarey LAet a [29], However
there are differences in axillalymph node positivity
by molecular subtypes andhterestingl* Luminal A
tumors had a greater propotiom lymph node
positivity than the other tumossghich is not the case
in another study [30] Concerning SBR grac
distribution between molecular subtypes,
interestingly observed thatntermediate and lal
stages (Grade Il and Ill) seem to be more freqire
Luminal A than in the other subtypes, our findil
are the same as noted in Nottinghi@di.



In summury we have shown that breast cancer in
Algeria had an aggressive behavior and affect young
women this will lead Algerian government to bette#.
organize breast cancer screening, we than establish
the association of molecular breast cancer subtypes
with some clinicopathological parameter among west
Algerian patients.

5.
To our knowledge this is the first study in West
Algeria that realize an epidemiological study and
association of molecular breast cancer subtypels wit
some clinicopathological parameter on patients
hospitalized in three public hospitals: Public hitdp 6.
of Oran, Military hospital of Oran, Public hospitail
Sidi Bel Abbes.

5. CONCLUSION 7.

This report document the clinicopathological
experience of breast cancer subtypes in our itistitu
Our results suggest that most breast cancer subtype
characteristics in West Algerian patients are in
accordance with literature data. °
Molecular breast cancer subtypes have distinct
behavior, Triple negative breast cancer subtype is
found in large proportion in our study known to be
associated with younger age. This classificatimuna

be useful in the clinical practice allowing for raor
accurate prognosis in breast cancer patients.

10.
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11.1.1 MATERIELS ET METHODES

11.1.1.1 Patientes

Il s’agit d’une étude descriptive rétrospective portée sur 829 patientes diagnostiquées
avec un cancer du sein entre janvier 2008 et Décembre 2013. Nous avons recueilli les données
cliniques au niveau des services d’oncologie de trois hopitaux du nord ouest de 1’Algérie:
Centre Hospitalier Universitaire d’Oran, Centre Hospitalier Universitaire Hassani Abdelkader

de Sidi bel Abbes et I’Hopital militaire régional d’Oran (HMRUO).

11.1.1.2 Prélevements et traitements

829 tumeurs ont été recueillis aupres des patientes atteintes de cancer du sein et ayant
subi une mastectomie au niveau du Centre Hospitalier Universitaire d’Oran, du centre
Hospitalier Universitaire Hassani Abdelkader de Sidi bel Abbes et de 1’Hopital militaire
régional d’Oran.

Ces prélevements de tumeurs ont été inclus en paraffine et les blocs de tumeurs ainsi
obtenus ont été découpés au microtome et ont fait 1’objet d’une étude histologique et

immunohistochimique.

11.1.1.2.1 Fixation, inclusion en paraffine et coupe

Les prélevements ont été fixés dans du formol a 10%, tamponné a la neutralité, pendant
24 heures ou plus et inclus en paraffine.
Des coupes sériées de 2 micromeétres d’épaisseur de chaque tumeur ont été réalisées a 1’aide
d’un microtome et aprés récupération en milieu liquide (bain-Marie a 40°C) étalées sur des

lames silanisées puis séchées a 1’étuve a 56°C pendant 12 heures.

11.1.1.2.2 Coloration a PHémalun-Eosine

Pour chaque prélévement, une des coupes a été colorée a 1’Hémalun-Eosine afin

d’établir le type histologique exact de la tumeur sur les critéres histologiques standards.
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11.1.1.3 Technique immunohistochimique (IHC)
11.1.1.3.1 Anticorps primaires:

Différents anticorps ont ainsi été utilisés avec leurs dilutions correspondantes:

\4

Un anticorps monoclonal dirigé contre le récepteur de 1’oestrogéne o (Dako; clone

1D5). Dilution: 1/100

> Un anticorps monoclonal dirigé contre le récepteur de la progestérone (Dako; clone
PgR 636). Dilution: 1/100

> Un anticorps monoclonal dirigé contre HER2 (Dako, clone PN2A). Dilution: 1/100

11.1.1.3.2 Protocole de la technique IHC sur tumeurs

- Déparaffinage : les lames sont déparaffinées dans quatre bains successifs de xyléne (4 fois
pendant 5 minutes) puis réhydratées dans deux bains successifs d’acétone (2 fois pendant 5

minutes) et dans de I’eau courante pour 5 minutes.

-Les lames sont incubées dans la solution de démasquage (target retrieval solution Citrate pH
6.0. Ref S1699 ) dans un bain Marie bouillant pendant 50 min, puis elles sont déposées pour
refroidir a température ambiante pendant 20 minutes et rincées a I’aide de Tampon Phosphate
Salin (PBS. Ref. S3024 ; Dako, France)

- Inhibition de la peroxydase endogéne: I’activité peroxydase endogéne est inhibée par
incubation des coupes dans une solution de méthanol a 1% de peroxyde d’hydrogene (30

Volumes) pendant 30 minutes puis rincée a 1’eau pendant 5 minutes.
-Cerclage des coupes au stylo DakoPen (Dako SA, Trappes, France).

-Incubation avec les anticorps primaires: les anticorps primaires sont appliqués aux dilutions
indiquées précedemment, pendant 1 heure. Il faut compter environ 250 microlitres d’anticorps

dilué par lame ; ensuite on effectue quatre ringcages de 5 minutes dans du PBS.

- Incubation avec 1’anticorps secondaire (HRP lapin/souris, Dako real envision; Réf.K5007,

Dako, France) a température ambiante pendant 30 minutes.

————————————
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- Révélation de I’activité peroxydase par application du chromogéne 3,3’-diaminobenzidine
tétrahydrochloride (DAB) pendant 15 a 20 minutes (Réf.K5007, Dako, France). Puis on ringe
a I’eau. Ce chromogéne est oxydé par la peroxydase et donne un précipité brun insoluble dans

I’eau et les solvants organiques

-Contre coloration avec I’Hématoxyline de Mayers pendant 15 secondes. Les noyaux se
colorent en bleu.
- Montage avec lamelles dans un medium de montage permanent et aqueux (Micromount

mounting medium ; Labonord, France).

Traceur

Anficorps secondaire

Anticorps primaire

Antigéne
Tissu

Figure 12. Principe de la technique immunohistochimique indirecte

11.1.1.3.3 Evaluation du statut immunohistochimique

La lecture des lames a été faite séparément par deux médecins anatomopathologistes, la
classification des cellules tumorales a été établie en se basant sur le pourcentage des cellules
immunopositive :

v' <10% étaient classées comme négative et > 10% comme positive pour des marqueurs
nucléaires ER and PR
v' L’immunoréactivité membranaire du HER2: 0 et 1+ marquage absent (a faible); 2+,

marquage intermédiaire ; and 3+, marquage positif avec surexpression.
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11.1.1.4 Définition des sous types moléculaires
Les sous types moléculaires du cancer du sein ont été définis sur la base de 1’expression

immunohistochimique des récepteurs hormonaux (RE, RP) et de HER2 :

Luminal A (ER+, PR+/-, HER2-),
Luminal B (ER+, PR+/-, HER2+),
Triple négatif (ER-, PR-, HER2-),
HER2+ (ER-, PR-, HER2+).

11.1.1.5 Analyses statistiques

Nous avons pu décrire les caractéristiques clinicopathologiques de cette population et
réaliser une courbe de la survie sans métastase. Ensuite nous nous sommes intéressés au mode
de distribution des sous types moléculaires du cancer du sein chez ces patientes issues de la
région Nord Ouest de I’Algérie. Des corrélations entre les données histocliniques des
patientes et de leurs tumeurs correspondantes et les sous-types moléculaires de cancer du sein
ont été établies.

La survie sans métastase a été estimée en utilisant la méthode de Kaplan-Meier. Le
seuil de significativité des tests retenu est le seuil classique de 5 %, les intervalles de
confiance des moyennes sont a 95% (1C95%). Les analyses statistiques ont été réalisées avec
la version du logiciel SPSS 20.0 (SPSS, Inc., Chicago IL, USA)

Les valeurs de p<0.005 ont été considérées comme statistiguement significatives.

11.1.2 RESULTATS

11.1.2.1 CARACTERISTIQUES HISTOCLINIQUES ET MOLECULAIRES DES
TUMEURS MAMMAIRES

Nous avons mené une étude épidémiologique rétrospective sur 829 patientes issues de
la région du Nord Ouest de I’Algérie. Nous avons ainsi relevé des caractéristiques
histocliniques et moléculaires des tumeurs mammaires. Le tableau « 3 » résume les

caractéristiques clinicopathologiques des 829 patientes présentant un cancer du sein.
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Les patientes étaient agees de 25 a 88 ans, 1’age moyen de survenu du cancer du sein est
de 50,66 et ’age médian est de 49 ans (Tableau 3). Plus de la moitié (52.72%) de ces
patientes étaient préménopausées au moment du diagnostic (Figure 13), les femmes dont
I’age est compris entre 40 et 50 ans étaient les plus représentées (Figure 14), notons que
7.23% des patientes sont des femmes jeunes (< 35 ans). Parmi les 829 patientes, 422 (62 %)
d’entre elles présentaient une infiltration des ganglions axillaires, et 11 % avaient des

métastases a distance au moment du diagnostic.

Tableau 3. Caractéristiques clinicopathologiques des 829 patientes atteintes de cancer

du sein
Paramétres clinicopathologiques N (%)
Age (Age médian) 49 (25-88)
Organe (n=713) Bilatéral 10 (1%)
Droit 355 (50%)
Gauche 348 (49%)
Type tumoral (inflammatoire) (n=552) IBC 33 (6%)
NIBC 519 (94%)
T (n=554) T1 75 (14%)
T2 264 (48%)
T3 85 (15%)
T4 130 (23%)
N (n=537) 0 270 (50%)
1 267 (50%)
M (n=418) 0 370 (89%)
1 48 (11%)
Type Histologique (n=782) Autre 37 (5%)
canalaire 652 (83%)
Lobulaire 93 (12%)
Grade SBR (n=737) I 29 (4%)
I 409 (55%)
1l 299 (41%)
Infiltration ganglionnaire (n=676) négative 254 (38%)
positive 422 (62%)
Taille pathologique de la tumeur (n=512) pT1 216 (42%)
pT2 253 (49%)
pT3 43 (8%)
RP (n=748) négatif 370 (49%)
positif 378 (51%)
RE (n=751) négatif 337 (45%)
positif 414 (55%)
HER2 (n=710) négatif 503 (71%)
positif 207 (29%)
Statut immunohistochimique (RE, RP, HER2) (n=669) RH+/HER2- 260 (39%)
HER2+ 207 (31%)
TN 200 (30%)
Radiothérapie (n=795) non 385 (48%)
oui 410 (52%)
Hormonothérapie (n=826) non 604 (73%)
oui 222 (27%)
Survie sans métastase a 5 ans (n=738) 70%, 95CI = [0.62-0.78]
La médiane du suivi (Mois) 23,21
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Figure 14. Distribution de la fréquence de cancer du sein selon les tranches d’age

Les tumeurs issues des 829 patientes atteintes du cancer du sein étaient principalement

de type histologique canalaire (83%) suivi des carcinomes lobulaires (12%), les autres types

histologiques étaient représentés par une faible fréquence (5%) (Figure 15).
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® Canalaire
® Lobulaire

Autres

Figure 15. Répartition des cancers du sein selon le type histologique

La taille tumorale est un des parametres majeurs concernant 1’évolution du cancer du
sein, nous avons noté un pourcentage élevé des tumeurs classées T2 (48%), suivi des tumeurs
T4 (23%). Les tumeurs classées Ts et T1 sont représentées par des fréquences de 15% et 14%

respectivement.

Le grade histologique des tumeurs est un parameétre biologique témoin du stade de la
maladie. Dans notre étude le grade histologique intermédiaire (Grade SBR 1) a été retrouvé
dans 409 tumeurs (55%). 299 tumeurs (41%) présentaient un garde SBR élevé (Grade SBR
I11). Le grade SBR | (Bas grade) n’a été retrouvé que dans 29 tumeurs (4%) (Tableau 3).

Quant a la détermination du statut hormonal prés de la moitié des patientes présentaient
des tumeurs exprimant des récepteurs hormonaux (ER+ et PR+) avec des proportions
respectives de 55% et 51%. 71% des tumeurs n’exprimaient pas le récepteur HER2 et 30%
n’exprimaient ni le ER ni le PR ni le HER2. 709 patientes (85,52%) ont recu une
chimiothérapie adjuvante dés leur admission au service d’oncologie et 12,83 % ont bénéficié
de chimiothérapie néoadjuvante. 410 patientes (52 %) ont été traité par radiothérapie alors que
seulement 117 patientes (14,11%) étaient sous Herceptine et seulement 222 (27%) ont recu

un traitement hormonal. (Figure 16).

55



CHAPITRE Il : PRESENTATION DES TRAVAUX

85,52%

.00 +
(7]
2
§ 807 52 %
=
8 60 -
fé 27 %
x 40 14,11 %

20 A

O T T T 1

Chimiothérapie Radiothérapie = Hormonothérapie Thérapie ciblée:
Adjuvante Herceptine

Figure 16. Répartition des patientes selon le type de thérapie administrée

Nous avons effectué une courbe de survie sans métastase sur 738 patientes, le suivi
médian était de 23,21 mois. La survie sans métastase aprés 5 ans était de 70 % (95CI=[0,62 -

0,78]), nous avons egalement estimé a plus de 11 ans (138,6 mois) la médiane de survie

(Figure 17).
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Figure 17. Courbes de survie sans métastase des 738 patientes atteintes du cancer du
sein
Courbe Kaplan—Meier de la survie sans métastase (MFS) (Ligne continue).
Intervalle de confiance a 95% (Ligne discontinue).
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11.1.2.2 DISTRIBUTION DES SOUS TYPES MOLECULAIRES DES CANCERS DU
SEIN ET LEUR CORRELATION AVEC LEURS CARACTERISTIQUES
HISTOCLINIQUES ET MOLECULAIRES

L’analyse moléculaire du profil d’expression génique des cancers du sein est loin d’étre
réalisable en routine. De ce fait, nous nous sommes proposés d’aborder une nouvelle
classification moléculaire des cancers du sein par une approche immunohistochimique,

validée comme technique substitutive a I’analyse par microarray.

Dans cette étude nous avons procédé au sous typage des cancers du sein et avons établit
le profil immunohistochimique de 676 tumeurs. Cette analyse a permis d’identifier pour
chaque tumeur le sous type moléculaire en fonction de son profil immunohistochimique

(étude des récepteurs hormonaux et du statut de I’oncogéne HER?2).

Nous avons classé ces carcinomes en 4 sous types moléculaires : Luminal A, Luminal
B, HER2 positif (HER2+) et triple négatif (TNBC). Les distributions étaient comme suit : 283
Luminal A (41.86%), 102 luminal B (15.09%), 91 (13.46%) HER2+ et 200 TNBC (29.58%).
Dans un second temps, nous avons corrélé ces sous types moléculaire aux différentes

caractéristiques histocliniques.

1)
50 - 41,86 %

40 - 29,58 %

30 -~

0,
15,09 % 13,46 %
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% des tumeurs

luminal A luminal B TNBC HER2+

Figure 18. Distribution des cancers du sein par sous type moléculaire
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L’analyse des sous types moléculaires des cancers du sein a montré que les tumeurs de
sous types Luminal A, Luminal B et HER2 étaient retrouvées avec un pourcentage élevé chez
les patientes préménopausées, le sous type Triple négatif affectait principalement les femmes
de plus de 50 ans (Figure 19).

L’analyse des sous types moléculaires du cancer du sein a montré une corrélation
significative (P=.038) avec le statut ganglionnaire (Tableau 4). L’absence d’infiltration
ganglionnaire était particulierement associée aux tumeurs de sous types moléculaire luminal
A (42.5%) et les tumeurs triples négatives (35.3%).

L’absence de micro métastases était tres faiblement représentée dans les tumeurs de
sous types Luminal B (8.6%) et HER2+ (13.6%) (Tableau 4). En examinant le groupe des
patientes de sous type Luminal B nous avons noté que 75.64% d’entre elles se présentaient

avec des infiltrations ganglionnaires axillaires (Figure 20).

Au sein des tumeurs luminales, ce sont les tumeurs luminales B qui présentaient une
plus grande proportion de haut grade SBR (SBRIII) par rapport aux tumeurs luminales A
(44.44% versus 34.71% respectivement) (Figure 21).

A TDinverse, un grade SBRII était plus fréquemment retrouvé au sein des tumeurs

luminales A (47.4%) plut6t que pour les luminales B (14.2%) (Tableau 4).

» Le Sous-type luminal A :

La plupart des patientes présentant des tumeurs de sous-type luminal A :
- étaient pré-ménopausées (Figure 19).
- 62.69% d’entre elles présentaient des métastases ganglionnaires axillaires au moment du
diagnostic, soulignant ainsi un caractére significativement lymphophile occupant la deuxiéeme

position apres les tumeurs de sous type luminal B (75.64%) (Figure 20).
- 35.1% des patientes présentaient des tumeurs a haut grade SBR (Grade SBR I1I)(Tableau 4)

- La taille tumorale moyenne au moment du diagnostic était de 29.8 mm
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» Le Sous-type luminal B :

Dans notre série les tumeurs de sous type Luminal B représentaient 15.09% de
I’ensemble de la population étudiée, la plupart des patientes présentant des tumeurs de sous-
type luminal B :

- étaient pré-ménopausées (Figure 19)

- présentaient surtout un carcinome de type canalaire infiltrant (16.30%).

- Nous avons pu dénombrer presque autant de tumeurs pT2 que de tumeurs pT4 avec des
pourcentages respectifs de 37.33% et 33.33%.

- 75.64% des tumeurs luminales B presentaient des métastases ganglionnaires axillaires

occupant ainsi la premiere place en termes de lymphophilie.

- Ces tumeurs sont associées a des grades SBR élevés, a savoir grade SBR 1l (14.2%) et grade
SBR 111 (15.3%) (Tableau 4).

» Le Sous-type HER2+ :

Le sous type moléculaire HER2-positif occupe la derniére position en termes de
fréquence par rapport a la population étudiée avec un pourcentage de 13,46% de 1’ensemble
des tumeurs mammaires. La majorité des tumeurs de sous-type moléculaire HER2+

correspondait :

- A des patientes dont I’age se situe entre 40 et 49 ans, avec un pourcentage de 61.36% de
patientes pré ménopausées (Figure 19).

- Dans notre série, la majorité des tumeurs HER2+ sont de type pT2 avec un pourcentage de
57.14%.

- Ce sous type occupe I’avant dernicre place en terme de lymphophilie avec un pourcentage

de métastases ganglionnaires axillaires de 1’ordre de 61.03% (Figure 20).

- Ces tumeurs sont associées a des grades SBR élevés, a savoir grade SBR 11 (48.27%) et
grade SBR 11 (49.42%) (Tableau 4).
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> Le Sous-type « Triple Négatif » :

Nous avons pu dénombrer dans notre série 200 tumeurs « triples négatives » ce qui

représente un pourcentage de 29.58%.

- Les patientes étaient pour la plupart ménopausees (59.16%) contrairement aux autres sous
types moléculaires (Figure 19).

- Dans notre série plus de la moitié des patientes (56.66 %) présentaient des métastases
ganglionnaires axillaires au moment du diagnostic (Figure 20),

- 1l y’a presque autant de tumeurs TNBC avec un SBR II (Grade intermédiaire) (26.3%)
qu’avec un SBR III (Haut grade) (33.2%) (Tableau 4).

Lorsque les quatre sous types moléculaires sont corrélés aux facteurs pronostic a savoir
a la taille tumorale, a D’infiltration ganglionnaire axillaire et au grade SBR il en ressort que le
sous-type qui a le plus mauvais pronostic est le sous type luminal B ; en effet, ce dernier est
tres fréquemment associés a une taille tumorale T4 (33.33 %) par rapport aux autres sous-
types, un haut grade SBR (44.44%) par rapport aux tumeurs luminal A et a la plus importante

proportion d’infiltration ganglionnaire axillaire (75.64%) (Figure 22).
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Figure 19. Répartition des sous types moléculaires selon I’Age
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Figure 20. Représentation des sous types moléculaires selon I’envahissement

ganglionnaire

Tableau.4 Corrélation entre les sous types moléculaires du cancer du sein et les

parametres clinicopathologiques

Parametres clinico Luminal A Luminal B Triple Négatif HER2+ P-
pathologiques 283(41.86%) 102(15.09%) 200(29.58%) 91(13.46%) Value
Age Médian
N=195 48(24,61%)  46(23,58%)  53(27,17%)  48(24,61%) 0,908
Canalaire 229 (41.48%)  90(16.30%)  158(28.62%)  75(13,58%)
Types histologiques
N= 688 Lobulaire 36(47,4%) 7(9,2%) 21(27,6%)  12(158%)  0.09
Autre 13(39,4%) 3(9,1%) 16(48,5%) 1(3,0%)
Infiltration
ganglionnaire Négative 94(42,5%) 19(8,6%) 78(35,3%) 30(13,6%) 0,038
N= 587 Positive 158(43,2%)  59(161%)  102(27.9%)  47(12,8%)
Grade SBR ! 9(45,0%) 1(5,0%) 8400%)  2100%)
N=628 I 164(47,4%)  49(14,2%) 91(26,3%)  42(12,1%) ’
1 92(35,1%) 40(15,3%) 87(332%)  43(16,4%)

61




CHAPITRE Il : PRESENTATION DES TRAVAUX

70
60
50
40
30

20

% des tumeurs

10

61,88%
54,44% 49,42%
] 444%  48.27% 48,92% 46,77%
1 4,71% mSBRI
i mSBRII
i m SBRIII
{ 3,39% 1119 2,29% 4,39
luminal A luminal B HER2+ TNBC

Figure.21 Représentation des sous types moléculaires selon le grade Scarff Bloom
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Figure 22. Représentation des sous types moléculaires selon la taille tumorale (Ta), le

grade SBR 111 et Pinfiltration ganglionnaire axillaire (N+)
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11.1.3 DISCUSSION

Nous avons abordé dans cette thése un des cancers les plus meurtriers chez la femme, il
s’agit du cancer du sein. En Algérie ce cancer occupe la premicre place parmi tous les cancers
féminins et constitue la premiere cause de mortalité par cancer. Cette maladie est complexe et
trés hétérogene, il a été rapporté que les patientes classees dans un méme « groupe » pronostic
peuvent avoir des évolutions cliniques et des réponses différentes au méme traitement
(EBCTC group, 2005).

La classification conventionnelle n’est pas suffisamment discriminante pour guider les
choix thérapeutiques car elle ne tient pas assez compte de la trés grande hétérogénéité des
cancers du sein. Il est aussi de plus en plus évident de passer par une définition moléculaire de
cette pathologie afin de mettre a jour de nouveaux marqueurs pronostiques et surtout
prédictifs de réponse thérapeutique, ces marqueurs pourraient de plus constituer de nouvelles

cibles thérapeutiques et ouvrir la voie a une génération de thérapies ciblées.

Une meilleure classification des cancers du sein en plusieurs sous types moléculaires
permettraient d’identifier de nouvelles classes de tumeurs d’apparence histoclinique
homogéne mais hétérogene de point de vue de leur évolution clinique ou de leur réponse

thérapeutique.

11.1.3.1 CARACTERISTIQUES HISTOCLINIQUES ET MOLECULAIRES DES
TUMEURS MAMMAIRES

Dans un premier temps nous avons exploré les caractéristiques histologiques et
moléculaires de nos patientes, nous avons constaté que le cancer du sein affectait aussi les
femmes jeunes (moins de 35 ans) dans la région du nord-ouest de 1’Algérie (7.23%) contre
6.6% aux Etats Unis (Anders et al., 2009). L’dge moyen des patientes de notre étude
atteintes du cancer du sein est de 50.66 ans ceci pourrait étre di a une prévalence élevée des
tumeurs TNBC et inflammatoires qui sont associées a un jeune age et il est clair que I'age est
le facteur étiologique le plus important dans le développement du cancer du sein (Nkondjock

& Ghadirian, 2005) en effet, dans la population générale, la maladie est rare chez les femmes
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moins de 30 ans [25cas pour 100,000; l'incidence du cancer du sein augmente par la suite de
facon linéaire jusqu'a 80ans pour atteindre 500 cas pour 100,000 (Kelsey et al., 1996;
Krainer et al., 1997).

Bekkouche et al (2000) rapportent 1’age des patientes compris entre 25 et 78 ans, 1’age
moyen étant de 47 ans, dans une étude réalisée en 2007, ces mémes auteurs retrouvent un age
moyen de 48 ans alors que 1’étude de 1’équipe tunisienne Maalej et al (1999) définit 1’age
moyen au diagnostic a 50 ans. Les patientes étaient dans notre série en majorité pré-
ménopausées ce qui est en accord avec des études réalisées en Tunisie et en Egypte ou ce sont
les femmes pré-ménopausées qui représentent la plus grande proportion de patientes atteintes
cancer du sein (Ayadi et al., 2008 ; Omar et al., 2003) ; ceci pourrait étre di selon la
littérature au tabagisme passif surtout chez les femmes jeunes [le risque est de 1.68] (
Johnson et al., 2005 ). Par ailleurs en Asie et les pays occidentaux (Sariego et al., 1995 ;
Leong et al., 2010) le cancer du sein affectait principalement des femmes ménopausées, ceci
pourrait étre dd selon Bray et al (2004) a un gain du poids aprés 1’dge de 18 ans qui est
considéré comme un facteur de risque majeur dans le développement du cancer du sein chez

les femmes ménopausees.

Le type carcinome canalaire infiltrant représente la majeure partie des cancers invasifs
du sein (Fornage., et al 2004) ce qui était le cas pour notre série, il a été retrouvé chez 652 de
nos patientes avec un pourcentage de 83%. Le carcinome lobulaire infiltrant représente 5 a
15% de tous les carcinomes invasifs du sein, 12% de carcinome lobulaire infiltrant ont été

retrouvé (93 patientes).

Nous avons également observé un caractére agressif du cancer du sein dans notre série
vu les grandes proportions de haut grade SBR et le grade intermédiaire, des métastases
ganglionnaires axillaires et de taille tumorale élevée. Les grades SBR Il et Il étaient
représentés chez 96% de la population étudiée, ceci confirme 1’étendue du cancer du sein de
nos patientes a I’heure du diagnostic, ces résultats sont semblables a ceux de Bekkouche et al
(2000) et de Ben Abdallah et al (2009) contrairement aux femmes européennes qui elles se
présentent lorsque la maladie n’est qu’a ses débuts (Grosclaude et al., 2001). Ceci suggére
que beaucoup reste a faire en terme de dépistage et de prévention contre le cancer du sein en

Algérie.
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La recherche des ganglions métastatiques est presque de régle dans 1’étude
histopathologique des cancers mammaires. Selon I’étude de Raharisolo et al (2002) plus de
80% de ganglions étaient envahis et sur ’ensemble des cas qui ont pu étre typé
histologiquement presque les deux tiers étaient au stade de carcinome canalaire infiltrant avec
un SBR de grade 111, ces résultats sont en partie en accord avec les nétres puisque nous avons
trouvé un envahissement de 422 ganglions envahis avec 348 cas présentant un carcinome
canalaire infiltrant, ceci laisse entendre que les patientes arrivent avec un niveau d’évolution
avancé du cancer du sein . La taille tumorale demeure facteur pronostic essentiel, plus la
tumeur est grande, plus le risque de récidive du cancer est grand ; la taille tumorale moyenne
de nos patientes était de 33.3 mm alors qu’elle était de 44mm pour une autre étude (Maalej et
al., 1999). La taille éleveée de nos tumeurs au moment du diagnostic est certainement la

consequence d’un manque de dépistage et/ou d’une négligence de la part des patientes.

29% des patientes surexprimaient le récepteur HER2+, cependant seulement 13.75%
ont bénéficié d’une thérapie ciblée (Herceptine). Ceci est regrettable lorsque 1’on sait que de

tels traitements permettent une meilleure évolution clinique.

Dans notre série la proportion des patientes en terme de survie sans métastases pour 5
ans était de 70% (95 ClI, 0.62- 0.78) alors qu’elle était de 61% (95 CI, 0.58- 0,64) dans une
autre étude (Sabatier et al., 2015). Pour le temps de suivi médian nos résultats sont en
accord avec les travaux de Turker et al (2013) alors qu’ils sont en contradiction avec 1’étude
de Leissner et al (2006).

En conclusion pour cette premicre partie de notre travail 1’étude histopathologique et
moléculaire reste le moyen le plus fondamental dans I’examen de la tumeur et son diagnostic
pour confirmer ou pas sa malignité et procéder par la suite a une conduite thérapeutique

adéquate.
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11.1.3.2 DISTRIBUTION DES TUMEURS MAMMAIRES PAR SOUS TYPES
MOLECULAIRES ET LEUR CORRELATION AVEC LEURS
CARACTERISTIQUES HISTOCLINIQUES ET MOLECULAIRES

La distribution moléculaire du cancer du sein de notre série est similaire a celle trouvée
dans la littérature chez la population Tunisienne avec des fréquences de 50.7% pour les
luminaux A, 22.5% TNBC, 13.4% de tumeurs Luminales B et 13.4% de tumeurs HER2+
(Fourati et al., 2014) alors que dans la population Européenne et Asiatique ce sont les
tumeurs luminales A et luminales B qui viennent en premiére place (Puig-Vives et al., 2013 ;
Clarke et al., 2012) quant au Mali c’est le phénotype TNBC qui était prédominant a 46.49%
(Ly etal., 2012).

Concernant les types histologiques, le carcinome canalaire infiltrant était le plus
prédominant chez toutes les patientes qui représentaient les  différents sous-types
moléculaires du cancer du sein suivi du carcinome lobulaire infiltrant, ces résultats

corroborent ceux d’une autre étude (Carey et al., 2006).

Dans notre étude, la majorité des tumeurs de sous-type luminal A étaient associées a des
patientes dont 1’age médian était de 48 ans, considérées relativement plus jeunes
comparativement aux résultats de la plupart des séries (Bhargava et al., 2010) ceci serait di a
facteurs génétiques. En plus en ayant recours a une analyse de la répartition des patientes
selon le statut ménopausique, notre étude montre, qu’une majorité des tumeurs luminal A était
préménopausées contrairement aux résultats retrouvés dans d’autres études (Su et al., 2011 ;
Ontilo et al., 2008). La majorité des carcinomes de ce sous-type moléculaire était de type
lobulaire infiltrant avec un pourcentage de 47.4%, alors que d’autres résultats avancent une
proportion plus élevée de tumeurs luminales A de type : carcinome canalaire infiltrant (Zaha
et al., 2010). Comme dans une étude réalisée a Nottingham (Bane et al., 2014) nous avons
noté dans notre série que 47.4% des tumeurs luminales A correspondaient a des tumeurs
moyennement différenciées (Grade SBR 1) et 35.1% représentaient des tumeurs hautement
différenciées, ceci pourrait étre expliqué par 1’arrivée tardive des patientes aux centres de

dépistage car ces tumeurs sont dans la plupart des cas de bon pronostic.
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Dans notre série, la position du sous-groupe moléculaire Luminal B sur I’ensemble des
tumeurs mammaires correspondait a celle des études réalisées par Zaha et al (2010) et celle
de Cheang et al (2009) avec un pourcentage de 18.49% dans cette derniére.

Les tumeurs de sous type Luminal B sont caractérisées par leur agressivité et leur
mauvais pronostic (Livasy et al., 2006), 1’age médian des tumeurs de ce sous-groupe est de
46 ans du méme ordre que celui retrouvé dans la population jordanienne (Abalkail et al.,
2003), la tranche d’age la plus représentée est comprise entre (40-49 ans), un age relativement
jeune associé a un mauvais pronostic pour ces tumeurs par rapport a 1’age rapporté par
Cheang et al (2009) qui est de 60 ans. Sur le plan histologique la majorité des carcinomes
de ce sous-type (90 cas sur 102) était agressive de type canalaire infiltrant, nos résultats et
ceux de nombreuses séries de la littérature s’accordent a montrer que la majorité des tumeurs
luminales B correspondait a des tumeurs moyennement a tres bien différenciées (Oh et al.,
2006 ; Xue et al.,, 2012), ces différentes tumeurs sont accompagnées de métastases
ganglionnaires dans deux tiers des cas, tous ces paramétres associés font que ces tumeurs de

sous-type luminal B sont agressives et requiert une thérapie ciblée.

L’infiltration ganglionnaire axillaire est un primordial facteur de pronostic et est
associée a un mauvais pronostic lorsqu’elle est présente en grande proportion, ce qui est le
cas dans notre série puisque 75.64% des carcinomes mammaires de sous-type luminal B
présentaient des métastases ganglionnaires de méme que pour d’autres études Mazouni et al.,
2013 ; Howland et al., 2013) et selon Liao et al (2014), la proportion de I’infiltration
ganglionnaire axillaire est plus élevée dans les tumeurs luminales B que dans les tumeurs
luminales A, ce qui a aussi été confirmé par notre étude (respectivement: 75.64% versus
62.69%), ces résultats confirment le caractere plus lymphophile et plus agressif des cancers
« hormonodépendants » de sous-type luminal B par rapport au sous type luminal A. En ce
qui concerne la taille tumorale, elle était considérablement plus élevée dans les luminaux B
que dans les luminaux A (38.9 mm contre 29.8 mm respectivement), nos résultats
corroborent ceux d’une étude portant sur 4046 patientes ou 53.2% des tumeurs de sous-type
Luminal B avait une taille tumorale comprise entre 2 et 5 cm contre 37.9% de tumeurs de
sous-type Luminal A (Cheang et al., 2009). Toutes ces caractéristiques témoignent d’un

mauvais pronostic pour le sous type Luminal B.
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Dans I’¢tude de Cheang et al. de la série du BCCA (British Colombian Cancer Agency):
comparativement au groupe luminal A, le groupe luminal B était significativement associé a:
» un age jeune au moment du diagnostic
» Une taille tumorale et une atteinte ganglionnaire importantes
» Un grade histologique élevé
» Taux de survie sans récidive a 10 ans=53% (70% pour les luminaux A)

Dans notre seérie le sous-type HER2+ occupe la derniere position en terme de fréquence
avec un pourcentage de 13,46% de ’ensemble des tumeurs mammaires. Ce Sous groupe
occupe genéralement le dernier rang aprées les groupes luminaux et le groupe basal dans la
plupart des séries de la littérature (Cheang et al., 2009 ; Spitale et al., 2009 ; Zaha et al.,
2010). Conformément aux classes moléculaires déja présentées dans notre série, les tumeurs
appartenant a la classe moléculaire HER2+ correspondaient a des patientes dont 1’age moyen
était de 49.1 ans, nous avons pu noter des moyennes d’age assez disparates dans la littérature :
51 ans et 62.3 ans (Chuangsuwanich et al., 2014 ; Spitale et al., 2009). Sur le plan
histologique, la taille tumorale moyenne au moment du diagnostic pour les tumeurs de la
classe moléculaire HER2+ était de 31,8 mm avec une proportion de 45.05 % de tumeurs de
plus de 2 cm de diametre, nos résultats sont différents de ceux de Yang et al (2007) puisque
un pourcentage plus élevé (66%) a été observé. Nos résultats sont en accord avec ceux de la
littérature en ce qui concerne le caractere tres lymphophile du sous-type HER2+ puisque
61.03% de ces carcinomes mammaires présentaient des métastases ganglionnaires axillaires.
On remarque donc dans notre étude comme le précise la littérature (Scholl et al, 2001) que

les tumeurs de sous-type HER2+ sont souvent corrélées a des facteurs de mauvais pronostic.

Les tumeurs mammaires triple négatives sont définies par des tumeurs n’exprimant ni
les récepteurs hormonaux, ni le HER2, elles sont caractérisées par un taux de mortalité élevé
dans les deux premieres années, alors qu’aprés 5 ans, le taux de mortalité le plus important
revenait au groupe luminal B. (Langerod et al., 2007). De nombreuses études (Bauer et al.,
2007 ; Dentet al., 2007 ; Ferguson et al., 2013) montrent que le cancer du sein de sous-type
triple négatif touchait une population plus agée, I’dge moyen des patientes de notre série
appartenant a cette classe moléculaire correspondait a 53.32 ans et 40.83% des patientes

étaient agées de plus de 50 ans, ceci pourrait étre di aux déreglements hormonaux liés a la
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ménopause, une légere prédominance du sous-type triple négatif chez les femmes

ménopausées a aussi été observé dans 1’étude de Voduc et al (2010).

L’infiltration ganglionnaire axillaire dans le sous groupe triple négatif était présente
dans 56.66% des cas. La presence de ganglions axillaires infiltrés est associée a
I’augmentation de la taille tumorale (Dent et al., 2007). La taille tumorale moyenne au
moment du diagnostic pour les tumeurs triples négatives était assez grandes (37.05 mm),
lorsque la taille tumorale est aussi importante elle est généralement de mauvais pronostic
(Anders et al., 2011). Un dépistage tardif serait vraisemblablement responsable de la taille
tumorale élevée retrouvée dans nos tumeurs. Des tumeurs moins volumineuses ont été
rapportés par certains auteurs (Spitale et al., 2009 ; Parise et al., 2009). Comme I’indique la
majorité des études (Dent et al., 2007 ; Thike et al., 2010 ; Xue et al., 2012), le cancer du
sein triple négatif est moyennement a trés bien différencié (Grade SBR Il et 111) ce qui est le
cas dans notre série puisque 87 cas sur la totalité des patientes de ce sous-type présentaient
des tumeurs de haut garde (SBR 111) au moment du diagnostic du fait du caractere agressif de

ce sous-type comme le confirme 1’étude Bauer et al (2007).

Le cancer du sein inflammatoire (IBC) est I’'un des formes les plus agressives du
cancer du sein (Lee et al., 1996), ces tumeurs ont une plus grande proportion de récurrence et
de métastases en comparaison avec les tumeurs non- IBC (Key et al., 2001). Dans notre série
2.5% (5 cas) des tumeurs triples négatives étaient des tumeurs inflammatoires, la présence du
cancer inflammatoire dans ce sous type moléculaire est I’une des causes de son agressivité et
donc de son mauvais pronostic, cette hypothése est rapportée par d’autres auteurs (Li et al.,
2011 ; Chaher et al., 2012)

Lorsque les quatre sous-types moléculaires du cancer du sein ont été corrélés aux facteurs
pronostic, les résultats ont montré que le sous groupe du plus mauvais pronostic et le plus
agressif était le sous-type luminal B puisque celui-ci est associé a des tumeurs mammaires
avec une large taille tumorale T4 par rapport aux autres sous-types moléculaires, un haut
grade SBR par rapport aux tumeurs luminales A et la plus importante proportion
d’infiltration ganglionnaire axillaire. De plus, ce sous-type est celui qui affecte le plus les
femmes jeunes agées de 40 ans et moins (23.59%) suivi des sous-types luminal A (23%),
TNBC (22.82%) et HER2-positif (14%).
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Il ya la donc un besoin urgent a identifier des cibles thérapeutiques spécifiques au sous-
type luminal B pour lequel aucune thérapie n’existe. Ceci permettrait d’améliorer le pronostic
des patientes. Nous nous intéresserons donc dans le chapitre suivant aux protéines de la
famille RAB et plus particulierement & RAB25 qui est retrouvée surexprimée dans de
nombreux cancers (Wang et al., 2002 ; Cheng et al., 2004 ; Chin et al., 2006).
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Chapitre IL.2 : ARTICLE EN PREPARATION

INCREASED EXPRESSION OF RAB25 CORRELATESWITH LUMINAL B
BREAST CANCER MOLECULARSSUBTYPESAND COULD BE A POTENTIAL
THERAPEUTIC TARGET
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11.2.1 MATERIELS ET METHODES

11.2.1.1 Patientes

57 tumeurs ont été recueillies aupres des patientes qui ont subi une mastectomie radicale
et diagnostiqués avec un cancer du sein invasif. Les principales caractéristiques histocliniques
des tumeurs (Type histologique, taille tumorale, infiltration ganglionnaire, Grade SBR,
Récidive meétastatique) ont eté relevées a partir des dossiers des patientes au niveau du service

d’oncologie de I’Hopital militaire régional d’Oran (HMRUO).

Les patientes avaient 1’age compris entre 27 et 88 ans, avec un age médian de 54 ans.

11.2.1.2 Prélevements et traitements

Les 57 blocs de tumeurs inclus en paraffine ont été colligés au niveau du laboratoire
d’anatomie pathologie de ’hdpital militaire régional d’Oran (HMRUO). Ces tumeurs ont été

découpées au microtome et ont fait I’objet d’une étude histologique et immunohistochimique

11.2.1.2.1 Fixation, inclusion en paraffine et coupe

Les prélévements ont été fixés dans du formol a 10%, tamponné a la neutralité, pendant
24 heures ou plus et inclus en paraffine.
Des coupes sériées de 2 micrometres d’épaisseur de chaque tumeur sont réalisées a 1’aide
d’un microtome puis étalées sur des lames silanisées, les lames sont alors déposées dans une

étuve a 56°C pendant 12 heures

11.2.1.2.2 Coloration a PHémalun-Eosine

Pour chaque prélévement, une des coupes a été colorée a I’Hémalun-Eosine afin

d’établir le type histologique exact de la tumeur sur les critéres histologiques standards.
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11.2.1.3 Technique immunohistochimique (IHC)

11.2.1.3.1 Anticorps

Différents anticorps ont ainsi été utilisés avec leurs dilutions correspondantes:

> Un anticorps monoclonal dirigé contre Antigen Ki67 (Dako; Clone MIB-1). Dilution:

1/100

Un anticorps monoclonal dirigé contre le récepteur de 1’cestrogéne o (Dako; clone

1D5). Dilution: 1/100

> Un anticorps monoclonal dirigé contre le récepteur de la progestérone (Dako; clone
PgR 636). Dilution: 1/100

> Un anticorps monoclonal dirigé contre HER2 (Dako, clone PN2A). Dilution: 1/100

> Un anticorps Anti-RAB25, (Sigma Aldrich). Dilution: 1/200

\4

11.2.1.3.2 Protocole de la technique immunohistochimique

- Déparaffinage : les lames sont déparaffinées dans quatre bains successifs de xyléne (4 fois
pendant 5 minutes) puis réhydratées dans deux bains successifs d’acétone (2 fois pendant 5

minutes) et dans de I’eau courante pour 5 minutes.

-Les lames sont incubées dans la solution de démasquage (target retrieval solution Citrate pH
6.0. Réf S1699 ) dans un bain Marie bouillant pendant 50 min, puis elles sont déposées pour
refroidir a température ambiante pendant 20 minutes et rincées a I’aide de Tampon Phosphate
Salin (PBS. Ref. S3024 ; Dako, France)

- Inhibition de la peroxydase endogéne: I’activité peroxydase endogéne est inhibée par
incubation des coupes dans une solution de méthanol a 1% de peroxyde d’hydrogene (30

Volumes) pendant 30 minutes puis rincée a I’eau pendant 5 minutes.
-Cerclage des coupes au stylo DakoPen (Dako SA, Trappes, France).

-Incubation avec les anticorps primaires: les anticorps primaires sont appliqués aux dilutions
indiquées précedemment, pendant 1 heure. Il faut compter environ 250 microlitres d’anticorps
dilué par lame ; ensuite on effectue quatre ringcages de 5 minutes dans du PBS.

- Incubation avec 1’anticorps secondaire (HRP lapin/souris, Dako real envision; Ref.K5007,

Dako, France) a température ambiante pendant 30 minutes.
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- Révélation de I’activité peroxydase par application du chromogéne 3,3’-diaminobenzidine
tétrahydrochloride (DAB) pendant 15 a 20 minutes (Réf.K5007, Dako, France). Puis on ringe
a I’eau. Ce chromogéne est oxydé par la peroxydase et donne un précipité brun insoluble dans

I’eau et les solvants organiques

-Contre coloration avec I’Hématoxyline de Mayers pendant 15 secondes. Les noyaux se

colorent en bleu.

- Montage avec lamelles dans un medium de montage permanent et aqueux (Micromount

mounting medium ; Labonord, France).

11.2.1.3.3 Evaluation du statut immunohistochimique

La lecture des lames a été faite séparément par deux médecins anatomo-pathologistes,
la classification des cellules tumorales a été établie en se basant sur le pourcentage des

cellules immunopositive :

v’ <10% étaient classées comme négative et > 10% comme positive pour des marqueurs
nucléaires ER and PR
v' L’immunoréactivité membranaire du HER2: 0 et 1+ marquage absent; 2+ marquage

intermédiaire ; et 3+, marquage positif avec surexpression

v" Pour Ki67 un cut-off de 14% de cellules immunopositives a permis la discrimination

entre les tumeurs de sous types moléculaires luminal A et luminal B.

v" Pour RAB25, le marquage cytoplasmique était considéré comme positif. Un score H a
été calculé en multipliant le pourcentage des cellules marquées avec les degrés
d’intensité du marquage (0, 1+, 2+, or 3 +). Les scores H étaient classés comme
marquage: négatif (0 a 9), faible (10 a 100), moyen (101 a 200) ou fort (201 a 300)

comme précédemment décrit (Adamo et al., 2011).

11.2.1.4 Définition des sous types moléculaires
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Les sous types moléculaires du cancer du sein ont été définis selon le statut

immunohistochimique des récepteurs hormonaux de I’HER2 ainsi que I’index de prolifération

Ki67.

Luminal A (ER+, PR+/-, HER2-, Ki 67< 14%),
Luminal B (ER+, PR+/-, HER2+, Ki67 >14%),
Triple négatif (ER-, PR-, HER2-),

HER2+ (ER-, PR-, HER2+).

11.2.1.5 Analyses statistiques

Le test du x> a été réalisé pour estimer la relation entre 1’expression de la protéine
RAB 25 et les principales caractéristiques clinico-pathologiques telles que le statut
ganglionnaire axillaire, la taille pathologique de la tumeur, le grade SBR (I, I, 111') et les
sous-types moléculaires ( luminal A, luminal B , HER2+, TNBC ) . Le seuil de significativité
des tests retenu est le seuil classique de 5 %. Les analyses statistiques ont été réalisées avec la
version du logiciel SPSS 20.0 (SPSS, Inc., Chicago IL, USA)

11.2.2 RESULTATS

11221 CLASSIFICATION DES CANCERS DU SEIN EN SOUS TYPES
MOLECULAIRES

Nous avons évalué I’expression de Ki67 chez les patientes hormono-positives pour
différencier les tumeurs luminales A des tumeurs luminales B. Sur les 57 tumeurs
mammaires : 21.05% étaient de sous type luminal A, 36.84% luminal B. 28.07% étaient des

tumeurs de sous type moléculaire TNBC et 14.03% étaient de sous type HER2+ (Figure 23).

75


https://www.google.fr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjY_v-TrbbKAhUE7BQKHa42CmgQFggcMAA&url=https%3A%2F%2Ffr.wikipedia.org%2Fwiki%2FTest_du_%25CF%2587%25C2%25B2&usg=AFQjCNGeuMue6FdUASQ_2fycQ1C40CwAZw&bvm=bv.112064104,d.bGQ

CHAPITRE Il : PRESENTATION DES TRAVAUX

40 A
35 4
30 -+
25 A
20 A
15 A
10 A

% des tumeurs

Luminal A Luminal B HER2+ TNBC

Figure 23. Distribution des cancers du sein par sous type moléculaire

11222 CORRELATION DE L’EXPRESSION DE RAB 25 AVEC LES
PARAMETRES HISTOCLINIQUES ET MOLECULAIRES

L’évaluation immunohistochimique du statut de RAB 25 a révélé une surexpression de
RAB 25 dans 18 tumeurs (31.57%) alors que 39 tumeurs (68.42%) n’expriment pas cette
protéine (Tableau 5).

La surexpression de RAB 25 dans les tumeurs ne semble pas liée au statut
ménopausique des patientes. Nous avons constaté qu’il y’avait presque autant de femmes en
préménopause (52.9%) que de femmes ménopausées (47.1%) qui surexprimaient la protéine
RAB 25.

La surexpression de RAB 25 dans le cancer du sein était associée a une taille tumorale
supérieure a8 2 Cm. Dans cette étude nous avons pu trouvé une dérégulation de I’expression
de RAB 25 associée aux tumeurs mammaires exprimant le récepteur aux oestrogenes (P=.03),

76% des tumeurs surexprimant RAB 25 sont associées au récepteur de 1’oestrogene.
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Tableau 5. Corrélation entre I’expression de RAB 25 et les caractéristiques

histocliniques et moléculaires des patientes

. . . RAB 25 - (39) RAB 25+ (18) 5
Paramétres clinico-pathologiques N(%) N(%) Valeur-P
<50 22 (56.4%) 9 (52.9%) 0.81
Age (56) >50 17 (43.6%) 8 (47.1%)
Canalaire 34(87.2%) 17(94.4 %)
Types histologiques Lobulaire 2(5.1%) 1 (5.6%) 0.48
(57) Adutres 3 (7.7%) 0 (0%)
Taille tumorale (54) <2CM 4 (10.8%) 1(5.9%) 056
>2CM 33 (89.2%) 16 (94.1%) '
Infiltration
- 0 0,
ganglionnaire N 11(28.9%) 6(35.3 %) 0.63
axillaire (55) N+ 27(71.1 %) 11 (64.7%)
I 23(62.2 %) 10(58.8 %)
Grade SBR(54) 0.81
I 14 (37.8%) 7 (41.2%)
ER- 21(53.8%) 4 (23.5%)
ER (56) 0.036
ER+ 18(46.2%) 13 (76.5%)
PR- 23 (59%) 6 (35.3%)
PR(56) 0.10
PR+ 16 (41%) 11 (64.7%)
HER2- 29(74.4%) 13 (76.5%)
HER2(56) 0.86
HER2+ 10 (25.6%) 4 (23.5%)
KI67 < 14% 11 (45.8%) 2(15.4%)
KI167(37) 0.06
KI167> 14% 13(54.2%) 11(84.6%)
LUMINAL A 10 (25.6%) 2 (11.1%)
Sous types LUMINAL B 9 (23.1%) 12 (66.7%) 001
moléculaires (57) HER2+ 7 (17.9%) 1 (5.6%) '
TNBC 13 (33.3%) 3 (16.7%)
Récidive métastatique N OBz A et 0.88
(28) Oui 4(30.8%) 5 (33.3%)
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Pour les autres parametres pronostic: I’infiltration ganglionnaire axillaire et le grade
SBR n’avait pas d’association significative avec 1’expression de RAB 25; nous avons
remarque que la majorité des tumeurs surexprimant la protéine RAB 25 présentaient des
infiltrations ganglionnaires axillaires (64.7%) alors que seulement 35.3% de ce méme groupe
de patientes ne présentaient pas cette infiltration.

D’autre part les tumeurs surexprimant RAB 25 sont le plus souvent associées a un

index de proliferation élevé ( 84.6%) plutdt qu’a un Ki67 faible (15.4%) (P=.06) (Tableau 5).

11.2.2.3 CORRELATION DE L’EXPRESSION DE LA PROTEINE RAB 25 AVEC LES
SOUS TYPES MOLECULAIRES DES CANCERS DU SEIN

L’analyse de I’expression de RAB 25 dans notre étude révele que cette protéine est
exprimée dans les tumeurs mammaires mais aussi que RAB 25 est faiblement exprimée dans

la glande mammaire normale (Figure 24).

Figure 24. Statut immunohistochimique du niveau d’expression tissulaire de la
protéine RAB 25.
(a) Expression de RAB 25 dans dans le cytoplasme des cellules d’une tumeur mammaire.
Grossissement X40. (b) Expression de RAB 25 dans la glande mammaire normale.

Grossissement X40.
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Une différence hautement significative a été observée entre I’expression de RAB 25 et

les différents sous types moléculaires (P=.01).

Les proportions d’expression de la protéine RAB 25 dans les sous types moléculaires
sont représentées dans la « Figure 25 », on note que la surexpression de RAB 25 est associée
aux tumeurs mammaires hormonodépendantes les plus agressives a savoir celles de sous type
moléculaire Luminal B (66.7%), tandis que les tumeurs des sous types luminal A « de bon
pronostic », celles de phénotype HER2+ et les tumeurs triples négatives ne manifestaient pas

de surexpression de la protéine RAB 25 (Figure 26).

66,7 %
70 -

60 -

40 - 333% B RAB 25 -

0
25,6 % 23,1% B RAB 25+

17,9 % 16,7 %

30 A

% des tumeurs

20 1,1%
5,6 %
10 -

Luminal A Luminal B HER2+ TNBC

Figure 25. Répartition des sous types moléculaires selon le statut d’expression de RAB25
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Figure 26. Expression de RAB 25 dans les sous types moléculaires du cancer du sein.
(A) Absence d’expression de RAB 25 dans les tumeurs luminales A (X40). (B) surexpression
de RAB 25 dans les tumeurs luminales B (X40). (C) Absence d’expression de RAB 25 dans
les tumeurs HER2+ (X40). (D) Absence d’expression de RAB 25 dans les tumeurs triples
negatives (X40).
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11.2.3 DISCUSSION

Le cancer du sein est une maladie hétérogene tant sur le plan biologique, moléculaire,
clinique que sur le plan évolutif (Simpson et al., 2005). La classification du cancer du sein en
plusieurs sous-types devrait permettre de mieux les étudier, de mieux évaluer le pronostic et
de proposer aux patientes une thérapie « sur mesure ». L’identification de tels marqueurs
serait d’un grand intérét, en particulier pour les sous-types de cancer du sein ER/PR-positifs ,
particuliérement agressifs tels que les tumeurs luminales B et pour lesquels aucune thérapie

ciblée n’existe a ce jour.

L’expression aberrante des petites GTPases de la famille RAB dans les cancers solides
a été rapporté dans de nombreuses études (Mosesson et al., 2008 ; Shimada et al.,2005 ;
Amillet et al.,2006 ; Gebhardt et al.,2005). Parmi ces protéines, RAB 25 serait impliquée
dans plusieurs cancers (Agarwal et al., 2009 ; Tang et al., 2010 ; Liu et al., 2015 ; HE et
al., 2002 ; Cheng et al., 2004 ; Zhang et al., 2013 ; Geng et al., 2016). Dans ce contexte,
nous avons procéd¢ a 1’évaluation du statut immunohistochimique de la protéine RAB 25

dans les différents sous-types moléculaires du cancer du sein.

L’analyse de I’expression de RAB 25 dans notre étude démontre comme dans la
littérature que cette protéine est exprimée dans les tumeurs mammaires (Cheng et al., 2006)
mais aussi que RAB 25 est faiblement exprimée dans la glande mammaire normale (Cheng
et al., 2010). La technique aCGH révéle que 67% des cancers mammaires présentent une
augmentation de 1’expression de RAB 25 d’au moins 1.7 fois par rapport a celle qui est
observée dans le tissu mammaire normal ce qui suggére que la surexpression de RAB 25 est
un événement important dans la carcinogénése (Cheng et al., 2004). Dans la présente étude
comme dans celle de Cheng et al (2010), la surexpression de RAB25 était liée aux tumeurs
caractérisées par la présence d’expression du récepteur de 1’cestrogéne (ER) et 1’absence de
I’expression de HER?2.

De plus, nous avons noté que I’index de proliferation Ki67 est beaucoup plus éleve
dans les tumeurs surexprimant RAB 25. La protéine RAB 25 pourrait jouer un réle dans la
prolifération cellulaire. Elle activerait la voie PI3 Kinase/AKT/PTEN impliquée dans la survie

et la croissance cellulaire (Mitra et al., 2012). La surexpression de Ki67 est un marqueur de
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mauvais prognostic chez les patientes atteintes d’un cancer du sein (Trihia et al.,2003). Dans
notre étude, ce parametre témoigne donc du caractére hautement prolifératif et de
I’agressivité des tumeurs surexprimant RAB 25 et qui sont pourtant pour la plupart des
tumeurs ER+ connues pour étre associées a un bon pronostic. Il est donc indispensable de
mieux classifier les tumeurs ER+ pour améliorer la prise en charge thérapeutique des

patientes.

Nos résultats montrent que les cancers du sein surexprimant RAB25 sont
significativement associés a I’expression du récepteur de 1’cestrogéne (tumeurs ER+) plutét
qu’aux tumeurs ER-négatives. Ces resultats corroborent ceux de Yin et al (2012) qui
confirment que la surexpression de RAB 25 a été observée dans les tumeurs ER et PR
positives plutdt que dans les tumeurs ER et PR négatives.

La distribution moléculaire du cancer du sein de notre série de 57 tumeurs place les
tumeurs luminales B en premiére place suivi par le sous type TNBC puis luminal A et en
derniére position les tumeurs HER2+.

Dans notre étude, nous retrouvons que les tumeurs de sous-type triple négatif (TNBC)
sont caractérisées par une absence d’expression de la protéine RAB25. Ces résultats
rejoignent ceux de précédentes études qui suggérent que RAB 25 peut avoir un réle
« suppresseur de tumeurs » dans les tumeurs « triples négatives » (Cheng et al., 2010 ; Tong
et al., 2012) ainsi que dans le cancer du colon et le cancer colorectal (Goldenring et al,
2011 ; Nam et al.,2010). Nos résultats montrent que les tumeurs appartenant au sous type
HER2+ et luminal A ne sont pas associées a une surexpression de RAB25 ce qui est
également rapporté dans 1’étude de Cheng et al (2006). Il a été récemment démontré que
FIP1C un effecteur de RAB 25 agirait comme un suppresseur de tumeurs dans les tumeurs du
sein de sous type HER2+ (Boulay et al., 2016).

Les études transcriptomiques ont permis de classifier les cancers du sein hormono-
positifs en deux sous types: Luminal A et luminal B (Perou et al., 2000), les tumeurs
luminales B sont hautement prolifératives et résistantes a la thérapie standard (Paik et al.,
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2004). 1l ya donc un besoin urgent a identifier une nouvelle cible thérapeutique pour le sous-
type luminal B. De fagon intéressante, nos résultats ont montré que I’expression de RAB25
était différente au sein des tumeurs exprimant les récepteurs hormonaux (ER/PR-positives)
Luminal A et luminal B, suggérant que ces deux sous-types ont une biologie tumorale
différente, nécessitant des approches thérapeutiques différentes. La surexpression de RAB25
est retrouvée dans 66,7% des tumeurs de sous-type luminal B alors que 11% seulement des
tumeurs de sous-type luminal A surexprimaient cette protéine. Nous avons ainsi montré que
la surexpression de RAB25 était specifiquement et significativement corrélée (P=.01) au
sous-type luminal B suggérant son implication potentielle dans la genése de cette forme
particulierement agressive de cancer du sein. Les travaux de Mitra et al (2012) qui rapporte
que les cellules tumorales qui surexpriment la protéine RAB25 sont plus agressives et
associees a une moins bonne évolution clinique ; cette protéine pourrait donc représenter une
nouvelle cible thérapeutique ou un marqueur de I'évolution tumorale pour les cancers du sein

de sous-type luminal B.

En conclusion, dans cette étude, nous nous sommes intéressés a I’implication
potentielle de la protéine RAB25 dans les cancers du sein. Nous avons démontré pour la
premiére fois que I’expression de RAB2S5 était significativement €élevée dans le cancer du sein
de sous-type luminal B. Nous avons montré que la surexpression de RAB25 était associée a
des tumeurs hautement prolifératives et agressives. RAB25 pourrait d’une part servir de
marqueur pronostic dans les cancers du sein; des études traitant des tumeurs solides
rapportent que le phénotype des cellules tumorales RAB 25-positives est associé a
I’agressivité et a une évolution clinique péjorative (Cheng et al., 2004 ; Cheng et al., 2005).
D’autre part, RAB25 pourrait représenter une cible thérapeutique potentielle intéressante pour
le cancer du sein de sous-type luminal B, souvent résistant a I’hormonothérapie et pour lequel

aucune thérapie ciblée n’existe.
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Conclusion et perspectives

Les travaux présentés dans cette thése s'inscridans la définition des sous-types
moléculaires par approche immunohistochimique idelitification de cible thérapeutique

potentielle associée au sous-type luminal B.

Le cancer du sein est une maladie complexe quieeseflet d’une hétérogénéité
biologique a différents niveaux. Cette hétérogéngitlans un premier temps été appréhendée
au niveau transcriptionnel grace a l'utilisatiourme technologie a haut débit. Cependant, la
mise en place des techniques transcriptomiquebregue est difficile, notamment a cause de
la mauvaise qualité de conservation des ARN desanditions tumoraux et du cout de la
technique.

La définition immunohistochimique des sous-typedénualaires a permis de montrer
qgue le cancer du sein est une maladie hétérogénegupe des entités biologiquement
différentes. Classer les cancers du sein par aperoomunohistochimique représenterait
donc une approche substitutive a I'analyse par puceéADN et permettrait d’'intégrer la

classification des cancers du sein au niveau claiq

La mise en place d'une telle technique au seiftedsemble des hépitaux contribuera a
mieux diagnostiquer les différents sous-types moléculaires du canoesain suggérant de
plus unepertinence pronostique; en plus d’étre différents sur le plan moléc@ales sous-
types définissent des groupes de patientes aveévdigtions cliniques différentes. Ceci est
particulierement bien représenté chez les paseay@ant des tumeurs « RE-positives » a

savoir les luminales A de bon pronostic, etihates B de mauvais pronostic.

Une telle classification aura unenplication thérapeutique ; plusieurs thérapies
ciblées existent déja pour le traitement du camkersein. Le tamoxiféne est un exemple
d’hormonothérapie pour les patientes ayant des utsnexprimant le récepteur aux
oestrogenes. Cependant la distinction pronostigtre sous-types luminal A et B, tous deux
regroupant des tumeurs « RE-positives » suggerel’juenonothérapie ne doit pas étre

envisagée pour toutes les tumeurs exprimant leptégrs hormonaux.

Ainsi, nous suggérons que les tumeurs luminalest B eloivent étre considérées
comme deux entités cliniques différentes et celaalétre pris en compte dans la décision

thérapeutique.
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L’analyse de I'expression de RAB25, une protéiadadfamille RAB a révélé que c’est
un marqueur du sous-type luminal B. RAB25 reprégaitt une cible thérapeutique
potentielle intéressante et permettrait d’aboutir au dévelope d'une thérapie ciblée
améliorant ainsi la prise en charge thérapeuticgee ghtientes ayant un cancer du sein de

sous-type luminal B.

Afin d’évaluer I'impact pronostique de la surexmiesr de RAB25 il serait intéressant
d’établir des corrélations avec la survie des pédg De plus, dans le but de déterminer le
mécanisme responsable de la surexpression de RABR5analyses par CGH array devront
étre effectuées. La caractérisation des altératiérigrentes associées au sous-type luminal B
améliorerait notre compréhension quant aux mécasdnologiques impliqués et inhérents a
ce sous-type de cancer du sein particulierememsaijret associé a une évolution clinique

péjorative.
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RESUME

Introduction : Le cancer du sein est une maladie complexe etdgétge sur le plan biologique. Cette
hétérogénéité tumorale, en partie responsable aecg thérapeutiques serait le reflet de plusieurs
entités cliniques dans les cancers du sein. Ldééreiiftes classes moléculaires permettent de définir
des sous-types de cancer du sein de pronostidactispouvant bénéficier d'une prise en charge
thérapeutique plus individualisée.

Objectifs : Afin de mieux comprendre la biologie tumoraleénénte a chaque sous-type moléculaire
nous avons, dans un premier temps, procédé adsifidation des cancers du sein par une approche
immunohistochimique comme technique substitutivéafalyse par microarray. Dans un second
temps, nous avions pour objectif, d'identifier desrqueurs dérégulés et cibles thérapeutiques
potentielles spécifiques de sous-types moléculpiagsculierement agressifs de cancer du sein@t po
lesquels aucune thérapie ciblée n’existe a ce felsrgue les luminaux B.

Matériel et méthodes :Une étude rétrospective a été menée sur 829 pedidetla région nord-ouest
de I'Algérie, diagnostiquées avec un cancer du, sitre janvier 2008 et décembre 2013. Le profil
d’expression de différents marqueurs a permidémir et de classer les cancers du sein. Endin, |
statut protéique de RAB25 a été déterminé par inuhistochimie. Des corrélations aux données
histo-cliniques ont été établies. La survie sansasta@se a été estimée en utilisant la méthode de
Kaplan-Meier.

Résultats :Les patientes ont été diagnostiquées a un stadesifgfgrades SBR Il et 111), 62% d’entre
elles présentaient une infiltration des gangliondladres et 11% avaient des métastases a distance.
283 tumeurs (41.86%) appartenaient au sous-typmédiA, 102 (15.09%) au sous-type luminal B, 91
(13.46%) au sous-type HER2+ et 200 (29.58%) étadesttumeurs triples négatives (TNBC). Les
tumeurs de sous-type luminal B étaient signifieatient associées a la présence de micrométastases, a
une taille tumorale plus élevée (T4) et une plamde proportion de haut grade histologique (SBR I

est retrouvée en comparaison aux tumeurs lumiraleka survie sans métastase a 5 ans était 70%
(95CI=[0.62-0.78]). La surexpression de RAB 25g=icifiquement associée au sous-type luminal B
(p=0.01).

Conclusion : Notre étude a confirmé le caractére agressif deseca du sein au niveau de la région

nord-ouest de I'Algérie vraisemblablement par mandwun dépistage précoce. Nous avons défini de
nouvelles classes de cancer du sein dans des gradpetumeurs d’apparence histo-clinique

homogénes, mais hétérogenes sur le plan évoluti. telle classification moléculaire aura donc une
implication thérapeutique. De plus, RAB25 pourrednstituer une cible thérapeutique potentielle

intéressante et permettrait d’aboutir au dévelomgrerd’'une thérapie ciblée améliorant ainsi la prise
en charge des patientes ayant un cancer du seimudelype luminal B.

Mots -clés: Cancer du sein- Sous types moléculaires- LunahB- RAB 25- Cible thérapeutique



