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Résumé

Le cancer du sein est un véritable probleme de santé publique, que ¢a soit en Algérie ou dans le
monde entier. Dans notre pays, Il représente le premier cancer féminin par ordre de fréquence et la
premiere cause de mortalité féminine.

L’objectif de notre travail est I’étude des particularités épidémiologiques, anatomo-pathologiques,
évolutives du cancer du sein et I’évaluation phénotypique des sous-types moléculaires.

L’étude rétrospective a été réalisée sur 660 dossiers colligés au niveau du service d’oncologie
médicale et du laboratoire d’anatomie pathologique du ’EPH de Mostaganem et d’Oran, sur une période
de 5ans (2015-2020).

Les parametres étudiés sont: I’age, la taille tumorale, la localisation, le type et le grade
histologique, les ganglions lymphatiques, le type de prélevement, les récepteurs hormonaux et les sous
types moléculaires. Un total de 660 cas de cancers du sein a été recensé. La tranche d’age la plus touchée
par cette maladie est celle de [40-49], avec des extrémes de 20 et 89 ans , &ge moyen des patientes : 50
ans. Selon la localisation, le sein gauche est le plus touchées dans 356 cas (54.09%), le sein droit dans 300
cas (45.45%) et le sein bilatérale 4 cas (0.45%). Sur le plan anatomopathologique, le type histologique
dominant est le carcinome canalaire infiltrant (81%), avec un grade histopronostique SBR |1 éleve :
65,15%. La taille tumoral pT2 est la plus fréquente (51%). L’envahissement ganglionnaire selon
classification TNM sont : NO :24,64%, N1 avec 29,33%, N2 :20,85%, N3 :13,87%, les ganglions
lymphatiques positivespN+ : 65,23%. Letype de prélevement dominant est la mastectomie (49,86 %).
Les récepteurs hormonaux (RE+ : 58%,RE- :39%, RP+ :57,27%,RP- :39,54% des cas). Le marqueur de
prolifération KI67 positifs dans 58% des cas et I'HER2 surexprimé dans (Score0 :43,18%,
Scorel :27,78%, Score2 :9.39%, Score3 :18,63%) des cas.

L’évaluation phénotypique des sous-types moléculaires est effectuée en précisant leur proportion
relative et leurs caractéristiques biologiques. L’analyse IHC est réalisée a 1’aide d’anticorps spécifiques
des récepteurs hormonaux, de 1’oncoprotéine HER2, I’antigéne Ki67. Le groupe Luminal comporte le
sous-type LA retrouvé dans 9,69% et LB dans 7,87%. Le sous-type HER2 est recensé dans 85%. Nous
avons répertori¢ les tumeurs n’exprimant pas les récepteurs estrogéniques RE, les récepteurs
progestéroniques RP et I’oncoprotéine HER2 : RE- RP- HER2-. Ces carcinomes du sous-type triple-
négatif TN sont observés dans 17,12%. La détermination des sous-types moléculaires en IHC confirme le
caractéere tumoral agressif de mauvais pronostic chez les patientes : faible proportion de LA (9,69%) et
LB (7,87%) de bon pronostic, prédominance des sous-types de pronostic défavorable HER2 (85%), TN
(17,12%). La caractérisation de ces sous-types et 1’établissement de leur pronostic ont permis d’améliorer
significativement la prise en charge thérapeutique des patientes.

Parmi les 660 tumeurs étudiées, nous avons répertorié 113 tumeurs n’exprimant pas les récepteurs
estrogéniques RE, les récepteurs progestéroniques RP et ’oncoprotéine HER2 : ce sont des carcinomes
TN. Caractéristiques des carcinomes TN : &ge moyen des patientes :50,53 ans. Taille tumorale pT1 : 61%,
pT2 :36% et pT3:3%. Sur le plan anatomopathologique, le type histologique dominant est le carcinome
canalaire infiltrant (88%), avec un grade histopronostique SBR Il élevé : 69,91%. Présence
d’envahissement ganglionnaire pN+ : 68%. L’envahissement ganglionnaire en classe N1 avec 56%,
NO :40%, N2 :4%. Selon la localisation, le sein gauche est le plus touchées (51%) et le sein droit (49%).
Le type de prélevement dominant est la mastectomie (63,73 %).

L’analyse des résultats montre que les tumeurs triple-négatives sont des tumeurs agressives de
mauvais pronostic prédominantes chez les femmes jeunes, de grande taille, de grade SBR élevé, avec une
importante activité mitotique et un envahissement ganglionnaire dominant.

Mots clés : Cancer du sein, carcinomes infiltrant, Sous-types moléculaires, Triple négatif,
Immunohistochimie.



Abstract

Breast cancer is a real public health problem, whether in Algeria or around the world. In our
country, it represents the first female cancer in frequency and cause of female mortality.

The objective of our work is the study of the epidemiological, anatomo-pathological, evolutionary features
of breast cancer and the phenotypic evaluation of molecular subtypes.

The retrospective study was carried out on 660 files collected at the medical oncology service and
the pathological anatomy laboratory of the EPH of Mostaganem and Oran , over a period of 5 years (2015-
2020).

The parameters studied are: age, tumor size, location, type and histological grade, lymph nodes,
type of sample, hormone receptors and molecular subtypes. A total of 660 cases of breast cancer have been
identified. The age group most affected by this disease is that of [40-49], with extremes of 20 and 89 years,
average age of the patients: 50 years. Depending on the location, the left breast is the most affected in 356
cases (54.09%), the right breast in 300 cases (45.45%) and the bilateral breast 4 cases (0.45%).
Pathologically, the dominant histological type is invasive ductal carcinoma (81%), with a high SBR Il
histopronostic grade: 65.15%. The pT2 tumor size is the most frequent (51%). Lymph node invasion
according to TNM classification are: NO: 24.64%, N1 with 29.33%, N2: 20.85%, N3: 13.87%, lymph
nodes positive pN +: 65.23%. The dominant type of sample is mastectomy (49.86%). Hormone receptors
(RE +: 58%, RE-: 39%, RP +: 57.27%, RP-: 39.54% of cases). The proliferation marker KI67 positive in
58% of the cases and the HER2 overexpressed in (ScoreO: 43.18%, Scorel: 27.78%, Score2: 9.39%,
Score3: 18.63%) of the cases.

The phenotypic evaluation of the molecular subtypes is carried out by specifying their relative
proportion and their biological characteristics. The IHC analysis is carried out using antibodies specific to
hormone receptors, the HER2 oncoprotein, the Ki67 antigen. The Luminal group includes the LA subtype
found in 9.69% and LB in 7.87%. The HER2 subtype is identified in 85%. We have listed tumors that do
not express the estrogen RE receptors, the progesterone receptors RP and the HER2 oncoprotein: RE- RP-
HER2-. These carcinomas of the TN negative triple subtype are observed in 17.12%. The determination of
molecular subtypes in IHC confirms the aggressive tumor character of poor prognosis in patients: low
proportion of LA (9.69%) and LB (7.87%) of good prognosis, predominance of prognostic subtypes
unfavorable HER2 (85%), TN (17.12%). The characterization of these subtypes and the establishment of
their prognosis have made it possible to significantly improve the therapeutic management of patients.

Among the 660 tumors studied, we have listed 113 tumors that do not express the estrogen RE
receptors, the RP progesterone receptors and the HER2 oncoprotein: these are TN carcinomas.
Characteristics of TN carcinomas: average age of patients: 50.53 years. Tumor size pT1: 61%, pT2: 36%
and pT3: 3%. Pathologically, the dominant histological type is invasive ductal carcinoma (88%), with a
high SBR Il histopronostic grade: 69.91%. Presence of pN + lymph node invasion: 68%. Lymph node
invasion in class N1 with 56%, NO: 40%, N2: 4%. Depending on the location, the left breast is the most
affected (51%) and the right breast (49%). The dominant type of sample is mastectomy (63.73%).

Analysis of the results shows that triple-negative tumors are aggressive tumors with a poor
prognosis predominant in young, tall women, of high SBR grade, with significant mitotic activity and
dominant lymph node invasion.

Keywords: Breast cancer, invasive carcinomas, Molecular subtypes, Triple negative,
Immunohistochemistry.
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Introduction

Introduction

Le cancer du sein représente le premier cancer de la femme dans le monde et en Algérie. Il
constitue un réel probleme de santé publique. Son incidence est en nette augmentation particulierement
dans les pays en voie de développement ou, contrairement aux pays développés, la mortalité reste élevée
du fait d’un diagnostic tardif aux stades localement avancés ou métastatiques (Michel et al.2008).

Le cancer du sein est une maladie hétérogéne constituée d’un ensemble des tumeurs de divers types
histologiques qui sont classées en sous-groupes moléculaires bien définis dont la présentation clinique,
I’évolution et le pronostic sont complétement différents (Perou et al.2000). La complexité de cette
maladie impose une prise en charge multidisciplinaire afin de proposer aux patientes un traitement adapté
a leur maladie.L’identification de ces sous types moléculaires de cancer du sein a été un moment-clef de

la recherche, (Sotirio et al, 2009).

Notre connaissance du cancer du sein s’est enrichie de données cellulaires et moléculaires qui
permettront a la fois de mieux comprendre et surtout de mieux traiter cette maladie en ciblant les cellules

qui sont a I’origine du cancer : les cellules souches cancéreuses, (Charafe —Gauffret et al, 2007).

Le cancer du sein triple négatif est 1’un des sous-groupes moléculaires du cancer du sein. Il est
défini par I’absence d’expression des récepteurs aux estrogenes et a la progestérone ainsi qu’a 1’absence

de la surexpression del’oncogene HER2.

Le cancer du sein triple négatif est caractérisé par son évolution rapide et son pronostic péjoratif
comparé aux autres sous-groupes moléculaires du cancer du sein avec un taux elevé de récidives précoces
locales et/ou métastatiques (Cheang et al.2008). Il atteint fréquemment des femmes plus jeunes. Le
diagnostic est souvent fait a un stade localement avancé du fait de I’évolution rapide de la maladie
(Cheang et al.2008).

Malgré 1’évolution de la prise en charge pluridisciplinaire, le cancer du sein demeure un véritable

probleme de santé publique et représente de nos jours « la maladie du siecle ».

En conséquence, notre analyse porte sur les caractéristiques cliniques, histopathologiques,
biologiques et pronostiques des cancers triple-négatifs. Notre travail intéresse des patientes porteuses d’un

carcinome infiltrant et comporte trois parties :
-Une étude bibliographique du cancer mammaire et de la classification moléculaire.

-La seconde partie définit les caractéristiques de patientes et les différentes méthodes utilisées

pour la réalisation de ce travail.

-La troisieme partie est consacrée aux résultats de notre analyse, la détermination des sous-
types moléculaires et leur discussion en comparant les parametres de 1’ensemble des tumeurs, les triple-

négatives et tumeurs non triple-négatives avec ceux de la littérature.
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I. Sein pathologique

1. Définition et généralités

Le cancer est une maladie génétique de la cellule animale, qui a pour origine une modification
quantitative et/ou qualitative des génes, aboutissant au dysfonctionnement des mécanismes de régulation
cellulaire, qui se traduit par la transformation d’une cellule normale en cellule tumorale maligne (Pirici,
2012). Le cancer du sein dans la plupart du temps est une prolifération maligne des cellules épithéliales
au niveau canalaire ou lobulaire. C’est une maladie clonale (une seule cellule transformée), le résultat
final d'une série de mutations somatiques, acquises ou germinales (héritées), peut exprimer le plein
potentiel malin, dans une série d'événements qui se produisent d'une facon séquentielle et aléatoire
(Marie, 2013).

2. Mécanisme de la cancérogénese :
Le processus de cancérogénese est long et comporte quatre phases : I'initiation, promotion, la

progression et I’invasion, (Fig.01).

2.1. Initiation:

C’est la premiére phase de la cancérogéneése, elle ne concerne qu’une seule cellule, ainsi « initiée
» sur la voie de la cancérisation. Cette phase correspond a I’introduction dans I’ADN d’une ou plusieurs
Iésions, transmissibles au génome des cellules filles par des modifications génotoxiques, ils sont dits
génotoxiques et peuvent étre d’origine chimique, physique ou biologique. Il existe des systemes capables
d’effectuer des réparations de I’ADN qui sont fidéles dans la majorité des cas, cepondant ils peuvent se
infidéles ou fautifs, et dans ce réparer des lésions en insérant d’autres erreurs. L’accumulation des
anomalies génétiques aboutit alors a des mutations de génes importants dans le maintien de 1’intégrité et

des caractéristiques de chaque type cellulaire,(Weinberg, 1996).

2.2. La promotion :

Celle-ci est liée a I’induction d’une prolifération cellulaire qui provoque 1’expansion clonale de la
cellule initiée, soit que ce clone soit plus sensible que les cellules saines aux facteurs de croissance
présents, soit que I’apoptose y soit diminuée.

La plupart des agents de promotion stimulent la prolifération, mais souvent de facon temporaire ou
réversible. L’irritation mécanique prolongée et 1’inflammation sont de promotion car, administrés en
quantité importante, ils provoquent des lésions irréversibles conduisant a la mort d’une proportion élevée
de cellules. L’intensité des événements dépend de la dose des agents de promotion, car ces derniers

fonctionnent par effet seuil. les lésions causées peuvent étre réversible quant 1’exposition est faible. Par
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contre la présence chronique ou itérative de I’agent promoteur pendant cette phase peut conduire a des
Iésions précancéreuses qui persistent a croitre malgré 1’ interruption de I’exposition. Elle devient

autonome. La deuxiéme phase de la cancérogenese a alors été accomplie.Celle-ci se termine quant un
clone de cellules initiées est devenu capable d’échapper au contrdle tissulaire pour entrer dans la

troisieme phase: la progression tumorale,(Lauer-Fields et al,2001).

2.3. Progression :
Pendant cette phase, les cellules filles de la cellule transformée sont sélectionnées pour donner des
clones plus malins et pour acquérir des propriétés leur permettant par exemple de métastaser.C’est 1’étape

finale dans le développement d’un cancer qui devient cliniquement détectable.

Initiation Promotion Progression
Chimie \
R — @ —b@—»@ — @
Virus /'
Cellule Cellule Lésion Tumeur
normale initiée précancéreuse  maligne

Figure 01 : Les étapes de cancérogenése (Campus d'Anatomie Pathologique ,2010)

3.Classification de cancer du sein

3.1.Classification OMS des tumeurs :
Iy a deux sortes de tumeurs ; les tumeurs bénignes et les tumeurs malignes.
3.1.1.Tumeurs bénignes :
Les tumeurs bénigne ne sont pas cancéreuses. Méme si elles peuvent prendre la place des cellules

normales, elles ne se répandent pas dans d’autres parties du corps démontré par Marcotte, et al., 2008.

3.1.2. Tumeurs malignes :
Les tumeurs maligne liées a la multiplication d’une cellule transformée qui ne répond plus aux

mécanismes de régulation du corps humain (Guillaumot, 2012).
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Tableau I : Principaux caractéristiques des deux sortes tumeurs (Asselah, 2012).

Tumeurs bénignes

Tumeurs malignes

Reste localisée a I’endroit ou elle a pris
Naissance

Ne reste pas localisée a I’endroit ou elle a
pris naissance

Est bien limitée

Est mal limitée par rapport aux tissus
préexistants

Circonscrite, refoule les tissus préexistants

Non circonscrite, avec dispersion des cellules
tumorales,

Pas de destruction des tissus voisins

Destruction et envahissement des tissus
Préexistants

A peu de retentissement sur 1’état général

Retentit sur I’état général

Pas de récidive locale Pas de métastase Recidive possible Métastase possible

Son exérese chirurgicale compléte en permet
la guérison

Est potentiellement mortelle

3.1.3.Les carcinomes in situ (infiltrants) :
Loriot et al. (2011) ; Baillet et al. (2015) ont rapporté que la prolifération épithéliale maligne est
dans la lumiere soit du canal galactophorique : carcinome intracanalaire (85 % a 90 %) des carcinomes in
situ ; soit des acini situes dans les lobules : carcinome intralobulaire (10 a15 %). Mais la membrane basale

est toujours respectée, 1l n'y a pas d'infiltration. (Fig.02).

3.1.4.Les carcinomes invasifs (non infiltrants) :

Contrairement aux précédents, ce type de carcinome se distingue par la capacité des cellules

cancéreuses a envahir le tissu conjonctif voisin. Ce groupe est constitué de plusieurs entités. Le premier
type est le carcinome canalaire infiltrant. Il est le plus fréquent des tumeurs malignes soit environ 70%
des cancers du sein. L’autre type est le carcinome lobulaire infiltrant représentant 5 a 15% des cancers.
De nombreux autres carcinomes plus rares sont également decrits.
Cette classification des tumeurs mammaires est actuellement remise en question par des études
transcriptomiques a haut débit. En effet, les cancers du sein représentent une pathologie complexe et
hétérogene, résultant de multiples altérations moléculaires. L’étude de cette hétérogénéité est cruciale
pour le développement de thérapies plus efficaces ciblant spécifiquement la tumeur de chaque patiente,
( Fig.03),( Monbelli S,2014).

3.1.5.Les carcinomes métastatiques:
Les cellules néoplasiques des carcinomes invasifs envahissent le tissu mammaire environnant et

peuvent disséminer a partir de la tumeur primaire, le plus souvent par le réseau lymphatique mais aussi
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par les vaisseaux sanguins. Les premiers relais ganglionnaires sont colonisés et peuvent étre a I’origine
d’une dissémination générale du cancer. Cet envahissement des ganglions lymphatiques est le reflet du
potentiel métastatique des cellules tumorales et est important dans le pronostic de la tumeur. Dans la
plupart des cancers du sein, les métastases sont principalement localisées au niveau des os, des poumons
et du cerveau et peuvent étre également retrouvées dans le foie, la plévre et la peau,(Fig.03), (Verbeke,
2010).

3.1.6.Maladie de Paget du mamelon :

On observe dans ce cas un écoulement sanglant ou eczéma du mamelon. L'analyse histologique
met en évidence des cellules carcinomateuses au sein du revétement malpighien du mamelon. Les cellules
sont de grandes tailles, polygonales, au cytoplasme abondant clair, au noyau irrégulier et d'architecture
lentigineuse. La maladie de Paget du sein témoigne d'un cancer infiltrant ou d'un carcinome intracanalaire

du sein. 1l s'agit d'une propagation de cellules carcinomateuses au mamelon, (Tavassoéli et al, 2003).

Canalaire Lobulaire

Insitu

Invasif

AR SN

Figure 02 : Carcinome canalaire et lobulaire (Campus d'Anatomie Pathologique ,2010)

A : carcinome canalaire in situ C : carcinome canalaire invasif

B : carcinome lobulaire in situ D : Carcinome lobulaire invasif

3.2.Classification TNM :

La classification TNM est un systeme de classement reposant sur I'extension tumorale locale,
régionale (ganglionnaire) et métastatique. Il a été établi pour permettre des comparaisons en particulier
internationales. 1l était initialement exclusivement clinique afin d'étre applicable par toutes les équipes
(classement simple a faire, peu colteux). Son succes, les progres de la cancérologie, le désir de faire des
comparaisons plus fines, ont fait introduire dans ce classement certaines données de l'imagerie et les

constatations anatomopathologiques.
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Les classements ont varié dans le temps de sorte qu'il est nécessaire de préciser I'année du TNM
choisi pour décrire une population tumorale. Les dimensions centimétriques de T et de N sont de plus en
plus prises en compte au détriment des autres critéres.

D'une certaine facon, le TNM résume l'observation mais ne la remplace pas. A lui seul, il ne peut
permettre de poser les indications de fagon correcte.

% Le T vadela3ou4selon I'extension locale révélée par le bilan clinicoradiologique. Le pT va de
1 a3 ou 4 et tient compte de I'extension tumorale constatée par I'examen anatomopathologique de la piéce
opératoire.

% Le N vade NO a N3 selon la taille et le siege des adénopathies. N- et N+ sont utilisés en I'absence
ou en présence d'un envahissement ganglionnaire a I'analyse anatomopathologique des ganglions.

®,

% Le M correspond a l'existence (M1) ou non (MO) de métastases.

Pour les comparaisons, on peut regrouper les cas en stades selon le schéma habituel suivant :
e Stadel: TINOMO

e Stadell: T1 N1MOetT2NOouN1

e Stadelll : TI N2 T2 N2 T3 NOou N1 ou N2

e Stade IV : T4 et/ou N3 et/ou M positif, (Fig.03), (Singletary et al, 2003).

0-2cm 2-5cm >5cm Ulcerating or fixed
Tumor
» el = | D
T-1 T-2 T-3 T-4
Negative Positive Large Near Collarbone
Nodes | > o . <
N-0 N-1 N-2 N-3
None 2% Any 3~AE
Metastasis ( \.]’\ \ }[:’. \.{\
M-0 M-1

Figure 03 : Classification TNM du cancer du sein,( Singletary et al, 2003).
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3.3.Caractérisation des cancers du sein par immunohistochimie:
3.3.1.Grade histologique:

Le role du grade histologique est maintenant largement admis pour les cancers infiltrants; le
systeme le plus utilisé est le « grade de Scarff Bloom Richardson » (SBR), revu par le groupe de
Nottingham et repris par I’European Community Working group for Breast Pathology.

La méthode du grading SBR consiste a évaluer trois paramétres morphologiques:

®,

«+ La formation de tubules

0,

% Le pléomorphisme nucléaire

®,

% La fréquence des mitoses.

Un score allant de 1 a 3est attribué a chacun de ces parametres. Les différents scores sont additionnés
pour obtenir le grade histologique global.
v' Grade | = score 3-5

v" Grade Il = score 6-7
v" Grade Ill = score 8-9

Les cancers de grade | sont mieux différenciés tandis que les cancers de grade 1l le sont moins. Les
cancers indifférenciés ont habituellement une évolution plus grave et plus rapide que les cancers

différenciés , mais ils se montrent aussi plus sensibles aux traitements néoadjuvants (Chen et al,2012).

3.3.2.L’envahissement ganglionnaire :

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

micro métastatique de I'envahissement déterminé par immuno-marquage, (Mauriet al, 1999).

3.3.3.Statut HER?2 :

La protéine HER2 (human epidermal growth) est un récepteur transmembranaire qui posséde une
activité¢ tyrosinekinase. Elle appartient a la famille des récepteurs de 1’epidermal growth factor. Son
activation se traduit par une prolifération des cellules tumorales humaines qui surexpriment HER2. Dans
15 a 20% des cancers du sein,HER2 est amplifié et surexprimé. La recherche du statut HER de la tumeur
est obtenue par immunohistochimie ou par amplification génique (hybridation in situen fluorescence:
FISH),(Saglier et al, 2009).
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3.3.4.L"antigene Ki-67 :
La protéine Ki-67 est une protéine produite par le corps qui influence le processus de division des
cellules cancéreuses du sein et, par la-méme, leur vitesse de croissance (prolifération). Un taux élevé de

Ki-67 dans les cellules cancéreuses peut indiquer une vitesse de croissance accrue (Chen et al,2012).

3.4.Les marqueurs tumoraux :

Le cancer du sein a la particularit¢ que deux de ses facteurs pronostiques et prédictifs,
nominalement les récepteurs hormonaux (RH) et I’oncoprotéine HER-2, sont dans le méme temps des
cibles thérapeutiques et demeurent, malgré les progres récents liés aux signatures multigéniques, la clé de
voute du pronostic et des choix thérapeutiques, (Jacot et al, 2010).

3.4.1.Récepteur a ’cestrogene (RE) :

Le récepteur a I’cestrogéne fait partie de la superfamille des récepteurs nucléaires Il agit comme un
régulateur de la transcription nucléaire. La premiére identification de ce récepteur est attribuable a
I’équipe de D. Toft en 1966. Il a été cloné et séquencé a partir de cellules épithéliales mammaires

cancéreuses, (Sanchez, 2003).

Dans les années1970, Mc Guire et al. Ont montré I’importance clinique de la quantification des RE
comme facteur pronostique et prédictifdu bénéfice de I’hormonothérapie dans le CS. De nombreuses
publications ont confirméque le pourcentage de cellules tumorales exprimant les RE une valeur
pronostique et prédictive importante : la survie globale, la survie sans récidive et la réponse a

I’hormonothérapie sont positivement corrélées au taux de RE,( Marie, 2013).

3.4.2.Récepteur a la progestérone (RP) :

Le PR est exprimé dans 60 a 70 % des cancers du sein. Dans les carcinomes, la proportion de
cellules carcinomateuses positives varie de 1% a 100%. On observera en microscopie optique un
marquage du noyau des cellules carcinomateuses. Les autres cellules présentes dans ou autour de la
tumeur tels que les fibroblastes, adipocytes, lymphocytes ne sont pas marquées. La aussi il y a une
corrélation directe entre le niveau d’expression du PR et la réponse aux traitements hormonaux. Malgré le
fait que ’expression du PR dépend de celle d'ER4, ils ne sont pas toujours exprimés simultanément dans
les carcinomes. Quatre combinaisons sont donc observables : le phénotype [ER++, PR+] est le plus
fréquent (70%) et est associé avec la meilleure réponse thérapeutique ; les carcinomes négatifs pour ER+
et PR [ER+-, PR-] représentent 25% des tumeurs et ne répondent pas aux thérapeutiques hormonales. Les
deux autres phénotypes [ER+, PR-] et [ER-, PR+] montrent des réponses intermédiaires, (Lakhani et al,
2012).
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3.4.3.Récepteur a HER?2 :

La surexpression de I’HER2 joue un rdle dans la carcinogenese et la progression du cancer du
sein. Elle apparait tot et reste stable durant I’histoire naturelle de la maladie, (Dansereau et Ferron,
2006).

Dans les tissus mammaires sains, on compte environ 20000 récepteurs HER2 par cellule. Dans les cancers
de sein présentant une amplification du géne HER2, on dénombre jusqu’a 100 fois plus de récepteurs par
cellule, (Manner et al,2004).

La surexpression de ’HER2, est rapportée dans approximativement 30% des cancers mammaires
invasifs, mais aussi dans 60 a 70% des carcinomes canalaires in situ, principalement peu différenciés, de
haut grade histologique, de type comédocarcinome.( Marie, 2013).

Des Etudes de la famille des EGFR dans des modéles du cancer du sein ont montré que I’HER2 est le
récepteur de la famille des EGFR le plus largement exprimé dans la cellule mammaire et que dans le
cancer du sein, I’hétérodimeérele plus représenté est HER2/HERS, (Marie, 2013).

3.5.Classification moléculaire:

A partir de I’année 2000 : les études fondatrices du profil génétique lancées par les travaux
pionniers de Sorlie et Perouont stipulé que I’hétérogénéité clinique et morphologique des cancers
mammaires était associée a une hétérogenéite moléculaire se situant a un niveau transcriptionnel.
L’analyse du profil d’expression génique du cancer du sein, par 1’étude de la variation globale de
I’expression des génes de 115 tumeurs du sein sur des puces @ ADN utilisant un panel de 534 genes, a

permis de reclasser la population en 5 sous-types moléculaires, (Goldhirsch et al.,2013).

3.5.1.Lobjectif:

La classification moléculaire permet :
v' L’établissement d’une nouvelle taxonomie de cancer du sein,
v La définition d’index pronostiques basés sur les caractéristiques génétiques,
v La prédiction de la réponse aux différents traitements antitumoraux,

v L’identification de cibles moléculaires permettant de nouveaux traitements cible, (Goldhirsch et

al,2013).
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3.5.2.Sous type moléculaire:

3.5.2.1.Carcinomes de type luminal A:

Sur le plan du phénotype, en pratique clinique, on rappelle que ce, type correspond aux carcinomes
tubuleux, Et a des carcinomes canalaires infiltrants (CCI) ou & des carcinomes lobulaires infiltrants (CLI)
de grade I ou I1,(Taneja, 2008).

Représentant une réceptivité hormonale importante (ER+++) et une faible prolifération. Expression
des cytokératines luminales 8, 18 et du géne GATAS3 impliqué dans le contr6le de la croissance et le
maintien de la différenciation des tumeurs ER+.Généralement traités par hormonothérapie et de bon
pronostic. P53 muté dans moins de 15% des cas,(Verbeke, 2010). (Tableau I1)

3.5.2.2.Carcinomes de type luminal B:

Represente 15 a 20 % des cancers du sein et présente un phénotype plus agressif. Ces tumeurs
souvent de plus haut grade histologique avec un index de prolifération plus élevé et un pronostic plus
péjoratif. Ce sous-type présente un risque de récidive plus elevé et un taux de survie aprés récidive plus
bas que pour le sous-type luminalA ,Ces tumeurs présentent un certain degré d’instabilité génomique.

Elles sont hormonosensibles mais bénéficient également de la chimiothérapie, voire d’une thérapie
anti-HER2 quand elles surexpriment HER2. En immunohistochimie, le sous-type luminal B est défini
comme RE positif, HER2 négatif et Ki67 élevé ou RE et HER2 positifs. En effet, 30 % des tumeurs
HER?2 positive sappartiennent au sous- type luminal B. Cependant, 6 % des sous-types luminaux B sont
RE négatifs et HER2 négatifs, et ¢’est la une des failles de cette classification ,(Charafe-Jauffret, 2012),
(Tableau I1) .

3.5.2.3.Carcinomes de type HER2:

Représentent 15 a 20 % des cancers du sein. Le statut HER2 positif confere une agressivité
biologique et clinique. Ces tumeurs sont caractérisées par une forte surexpression de plusieurs genes de
I’amplification HER2 et une négativité des récepteurs hormonaux. Le récepteur HER2 est codé par le
gene HER2 qui est un pro-oncogene situé sur le chromosome 17. Ce sont des tumeurs hautement
proliférantes avec un grade histopronostique élevé et fréquemment des mutations p53. Le profil
immunohistochimique HER2 positif et RE négatif ne correspondent pas tout a fait au sous-type
moléculaire puisque seuls 70 % des tumeurs HER2 en richies par puce a ADN surexpriment la protéine
en immunohistochimie. A I’inverse, toutes les tumeurs avec amplification ou surexpression d’HER2 ne

sont pas incluses dans le cluster HER2 par puces a ADN,(Audrey , 2014).( Tableau II)

3.5.2.4.Carcinomes de type basal-like:

Tumeurs dites «Triples négatives» c’est a dire n’exprimant pas les récepteurs hormonaux (ER et

PR) et ne surexprimant pas le récepteur HER2,(Verbeke, 2010).
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Le type basal- like est caractérisé en analyse transcriptomique par un tres faible niveau d’expression
des génes des RO, associé a une expression forte des genes tels que cytokératines 5/6 et 17, EGFR. Sur le
plan génomique, les carcinomes basal-like présentent de nombreuses altérations Génomiques avec
plusieurs gains et pertes de segments chromosomiques (Weigelt et al, 2010).

Sur le plan morphologique les carcinomes basal-like sont de type canalaire le plus souvent de grade
IIT peu différenciés a marges “refoulantes” associés a des plages de nécrose géographique souvent
centrale avec un infiltrat inflammatoire lymphocytaire en périphérie Les cellules présentent des atypies
nucléaires souvent marquées et un index mitotique élevé. Les cellules tumorales sont agencées en travées

sans différenciation glandulaire, (Livasy et al, 2006).( Tableau II)

2.5.2.5.Carcinomes de type normale-like:

Caractérisé par un profil triple négatif et par I’expression de génes observés dans le tissu mammaire
normal et de tissu adipeux. cette classification cohortes de patientes porteuses d’un cancer du sein en
utilisant un panel de genes intrinseques, et a montré que le groupe luminal/RE+ pouvait étre subdivisé en
au moins deux sous-groupes de pronostics différents, luminal A (bon pronostic) et luminal B (mauvais
pronostic, incluant aussi des tumeurs RE+HER2+), sur la base notamment de la présence ou non d’un

cluster de genes liés a la prolifération, (Sorlie et al, 2003).

Tableau I1:Critéres utilisés pour la classification moléculaire du cancer du sein.

Les Sous-types moléculaire Criteres utilisés
Luminal A RE (+), RP (+), HER2 (-) et Ki 67 < 20 %
Luminal B RE (+), RP (+), HER2 (+) et Ki 67 élevé
HER-2 RE (-), RP (-) et HER2 (+)
Basal like RE (-), RP (), HER2 (-)

11
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I1. Prédisposition Heréditaire au cancer du sein

I1.1.Structure et fonctions du géne BRCA1

1.1.Structure du géene BRCA1
Le géne BRCAL est constitué de 23 exons distribués sur 100 kb d’ADN génomique dont 22

exons codants. Les 22 exons codants comportent 5589 paires de bases. 60% de la séquence
codante est située dans lI'exon 11 . Ce gene code pour une protéine nucléaire ubiquitaire de 220 kDa
formée de 1863 acides aminés (Fricker et al. 2000).
De nombreux domaines, ayant des fonctions différentes, ont été identifiés au niveau de sa séquence
( Fig.04) :
-un domaine ZING finger, ou domaine en doigt de zinc a I’extrémité amino terminale (Huyton et
al. 2000). Il s’agit d’une région riche en résidus cystéine et histidine, pouvant lier des ions zinc. Il
serait impliqué au niveau de différentes interactions proteines/protéines ;
-2 domaines BRCT (BRCAL1 C Terminus) a I’extrémité carboxy terminale, s’étendant sur les résidus
aminés 1 646 a 1 859. Il s’agit d’un motif d’acides aminés acides répétés en tandem. lls
interviendraient au niveau des interactions protéines/proteines et dans la réponse aux dommages de
I’ADN (Huyton et al. 2000).
-4 domaines de signalisation de localisation nucléaire NLS (Nuclear Localization Sequences)
(Rodriguez et al. 2000).
-un domaine d’exportation nucléaire NES (Nuclear Export Sequence) a proximité de ’extrémité amino
terminale. Ce domaine faciliterait I’exportation de la protéine du noyau vers le cytoplasme par un

mécanisme dépendant d’un récepteur d’export nucléaire (Rodriguez et al. 2000).

Domaines BRTC
(BRCA1 C-terminus)

Domaine NES NLS Activité transactivatrice
RING Finger Jy H‘ ‘ ¢
BRCA1 1 N[ﬂ 1] l [ m
@aro) @RoD @

@ @G
Hélicase 4
pRB Holoenzyme

ARN Polymérase,
I

%@

" Holoenzyme
& I

@ Les protéines interagissant avec BRCA1 et impliquées dans la fonction de réparation de 'ADN
Les protéines impliquées dans la régulation de la transcription
Les facteurs du cycle cellulaire
Les récepteurs aux cestrogénes (ER) et aux androgénes (AR)

Figure 04 : Les principaux domaines fonctionnels de BRCA1 (Rodriguez et al. 2000).
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1.2.Fonctions de la protéine BRCA1

Le géne BRCAL est fortement exprimé en fin de phase G1 et en phase S ; son niveau reste élevé
en phase G2-M puis diminue en début de phase G1 (Scully et al. 2000).

1.2.1.Réparation de ’ADN

BRCAL est hyper-phosphorylé par les kinases ATM, CHK2 ou ATR en réponse aux dommages
de ’ADN dus a des radiations ionisantes ou a des irradiations aux ultraviolets. BRCA1 phosphorylé
forme ensuite des complexes de réparation de I’ADN avec I’histone H2AX et les facteurs RAD50 ou
RAD51 impliqués dans la recombinaison homologue et la réparation de I’ADN (Paull et al. 2000).

1.2.2.Régulation de la transcription

BRCAL interagit également avec 1’holoenzyme ARN polymerase Il et avec des régulateurs
transcriptionnels tels que p53, CBP/p300, CtBP et les HDAC (Scully et al. 2000) et pourrait réguler
specifiguement la transcription via son interaction avec la protéine ZBRK1 (Zheng et al. 2000).
Le complexe formé de BRCAL et de la protéine ubiquitine ligase BARD1 serait impliqué dans
I’inhibition de la transcription ainsi que dans la dégradation des protéines via le protéasome 26S
(Hashizume et al. 2001).

1.2.3.Controle du cycle cellulaire

En réponse aux dommages a I’ADN, BRCAL, phosphorylé par ATM, pourrait réguler la
transition G2/M, point de contr6le du cycle cellulaire jouant un rdle essentiel dans la survie

cellulaire en empéchant la propagation des Iésions de I’ADN (Yarden et al. 2002).

Enfin, BRCAL joue un réle dans la dynamique du fuseau mitotique et la ségrégation des chromosomes
(Lotti et al. 2002).

11.2.Structure et fonctions du géne BRCA2

2.1.Structure du géne BRCA2
Le gene BRCAZ2 est constitué de 27 exons, dont 26 sont codants, répartis sur 84 kb d’ADN. Deux
exons centraux de grande taille (les exons 10 de 1116 pb et 11 de 4932 pb) représentent 59% de la
séquence codante. Le transcrit principal de BRCA2 de 11 kb code pour une phosphoprotéine de 3 418
acides aminés (Welcsh et al. 2001).

Deux domaines fonctionnels ont été identifiés au niveau de la séquence de BRCA2 :

> 8 éléments répétes constituant le motif BRC se trouvant au niveau de I’exon 11 (Bork et al.

2004).Ces domaines composes de 30 a 40 résidus aminés, sont conservés entre plusieurs espéces de
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mammiferes, suggérant une fonction primordiale. Ces domaines seraient essentiellement impliqués dans
la liaison directe avec la protéine de recombinaison et de réparation de I’ADN, RAD51 ;
> 2 sites impliqués dans le signal de localisation nucléaire NLS a I’extrémité carboxy terminal
(Spain et al. 2008).

2.2.Fonctions de la protéine BRCA2

2.2.1.Réparation de ’ADN

BRCAZ2 possede une activité de réparation de cassures double brin de I’ADN par recombinaison
homologue (Fig.05). Des cellules déficientes en BRCA2 sont plus sensibles aux agents génotoxiques
mais ne présentent pas de dérégulations du cycle cellulaire ni de I’apoptose en réponse aux
dommages de I’ADN. Elles montrent cependant des dysfonctionnements de I’assemblage du fuseau
mitotique (Rodriguez et al. 2000).

Domaine OCCR

d’activation I's
transcriptionnelle Séquences BRC
srcaz NI NENNNLN

@ Les protéines interagissant avec BRCA1 etimpliquées dans la fonction de réparation de 'ADN
Les protéines impliquées dans la régulation de la transcription
Les facteurs du cycle cellulaire

Figure 05 : Principaux domaines fonctionnels de BRCA2 (Rodriguez et al. 2000).

Le complexe BRCA2/RADS51 joue un réle central dans la réparation des cassures double brin de
I’ADN par recombinaison homologue (Xia et al. 2001). Une mutation d’un site de liaison de RAD51
sur BRCA2 pourrait moduler la capacité de réparation de I’ADN par recombinaison et ainsi entrainer un

risque accru de cancer (Galkin et al. 2005). (Fig.07).

2.2.2.Controle du cycle cellulaire

Le r6le de BRCA2 dans le controle de la transcription et du cycle cellulaire n’est pas bien défini.
Un domaine d’activation transcriptionnelle a cependant été mis en évidence dans la région
aminoterminale de BRCA2 (Milner et al. 2000). BRCA2 interagit avec la protéine co-activatrice
transcriptionnelle P/CAF (p300/CBP associated factor) et pourrait ainsi réguler la transcription par
modification de I’acétylation des histones. BRCA2 forme aussi des complexes avec p53, protéine

induisant I’arrét du cycle cellulaire dans le but de permettre la réparation de I’ADN ayant subi des
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dommages (Milner et al. 2000). L’ensemble de ces observations suggerent un réle de BRCA2 dans la
régulation du cycle cellulaire.

Les fonctions de BRCA1 et BRCA2 impliquées dans la réponse aux dommages a ’ADN. En
réponse aux lésions de ’ADN, BRCA1/2 sont phosphorylées par les protéines kinases ATR, ATM ou
CHK2 et vont exercer leurs fonctions de réparation de I’ADN, de régulation de la transcription du

cycle cellulaire (Fig.06)

Réparation de I'ADN
Recombinaison homologue

/\- /

Régulation
Dommages a I'’ADN Complexe FA — | de la transcription
\ / Regulatnon

ATM —p CHK2 du cycle cellulaire

Figure 06 : Les fonctions de BRCAL et BRCA2 impliquées dans la réponse aux
dommages a I’ADN (Rodriguez et al. 2000).

11.3.BRCAL/2 et spécificite tissulaire

3.1.Perte d’hétérozygotie

Les individus porteurs d’une mutation inactivatrice dans BRCA1 ou BRCA2 sont prédisposés a
plusieurs types de cancers mais plus particulierement aux cancers du sein et de I’ovaire. Plusieurs
hypotheses ont été élaborées pour expliquer cette spécificité tissulaire, dont tout recemment celle décrite
par Monteiro et ses collaborateurs, ou les effets de BRCA1 sont catégorises en deux classes
d’évenements ; I’événement dit proximal (primaire) et I’évéenement dit distal (secondaire) (Monteiro et
al. 2003). L’évenement proximal responsable de cette spécificité serait une différence dans la fréquence

de perte d’hétérozygotie issue de la recombinaison mitotique au locus de BRCAL.

Le phénoméne de perte d’hétérozygotie est beaucoup plus fréquent dans les tissus mammaires et
ovariens contrairement a d’autres tissus et pourrait expliquer la prédominance de survenue de ces
cancers. A ce jour, les mécanismes de LOH (Loss Of Heterozygosity) sont plus ou moins bien connus
et seraient tumeurs et chromosomes spécifiques. Plusieurs facteurs sont déterminants dans le
phénomene de LOH tel que le taux de recombinaison mitotique et méiotique (plus élevé chez la
femme ainsi que 1’environnement en chromatine. L’expression de BRCAL et donc son environnement
en chromatine varie lors de différentes étapes du développement de la glande mammaire, ). La présence

d’éléments répétitifs dans I’ADN est aussi un facteur déterminant dans le LOH : environ 41 % de la

15



o] li-NR [ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE]

séquence du gene BRCA1L est composé de séquences Alu versus environ 10% pour 1’ensemble du
génome (Mueller et al. 2003). Les cestrogénes auraient aussi un réle important & jouer dans cette
specificité tissulaire.

3.2.BRCA1/2 et cestrogénes

3.2.1.(Estrogene-induction de BRCA1

L ’expression de BRCAL dans le tissu mammaire est augmentée durant la puberté et la grossesse,
au moment ou les taux d’cestrogenes sont les plus élevés. L’hypothese d’un lien entre cestrogénes et
expression de BRCAL est étayée par le fait que les cestrogénes et la progestérone stimulent

I’expression mammaire de BRCA1 chez des souris ovariectomisées (Marquis et al. 1995).

De fagon concordante, la déplétion en cestrogénes de lignées de cancer du sein RE™ réduit
I’expression de BRCA1L, alors que le traitement par cestradiol augmente son expression. Notons
cependant qu’il n’existe pas d’élément de réponse fonctionnel aux cestrogenes (ERE, séquence
d’ADN spécifique sur laquelle se fixe le complexe récepteur-cestrogene) sur le gene BRCAL et

que le meécanisme d’induction parait étre indirect (Bennett et al. 2000).

Par ailleurs, les cestrogenes induisent un phenotype distinct au niveau de la glande mammaire chez
des souris hetérozygotes pour une mutation de BRCA1 et de BRCA2. Ainsi, les souris mutees voient le
développement morphologique de leurs canaux galactophores inhibé par 1’action des cestrogenes, a la
différence des souris non mutées. Ces observations sont en accord avec 1’hypothese que la perte du
processus de réparation de I’ADN dans des cellules mammaires ayant une mutation de BRCAL ou de

BRCA2 entraine une inhibition de la croissance et de la différenciation cestrogene-induites.

En conclusion, BRCALl et BRCA2 pourraient participer activement a la prolifération et a la
différenciation de la glande mammaire induite par les cestrogenes, en particulier au cours des

périodes d’exposition hormonale importante (Bennett et al. 2000).

3.2.2.REa et BRCA1

Les cestrogenes se fixent sur leurs récepteurs spécifiques, les REa et B, qui agissent comme des
facteurs de transcription. Le complexe cestrogéne-RE se fixe sur la région promotrice de genes cibles
et en active la transcription. Dans les cancers sporadiques, il semble qu’il existe une relation entre
I’expression des ARN messagers de BRCAL et du REa (Catteau et al. 2002). En outre, la méthylation
du promoteur de BRCAL apparait étre corrélée a la perte d’expression des RE et des récepteurs a la
progestérone (RP) (Catteau et al. 2002). A notre connaissance, il n’y a pas d’études disponibles dans
la littérature analysant 1’expression du second type de RE, appelé REq, dans les tumeurs chez les

porteuses d’une mutation de BRCAL.
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la réponse cellulaire aux cestrogénes peut étre régulée par BRCAL (Hamilton et al. 2003). Dans
des lignées de cancer du sein et de la prostate, BRCA1 inhibe la transcription de certains genes
impliqués dans la proliféeration cellulaire lorsque cette transcription est dépendante des cestrogénes
via l’activation du REa. Cela suggére qu’en plus de maintenir la stabilité du génome pendant des
périodes de division cellulaire rapide (comme lors de la puberté ou de la grossesse), BRCAL pourrait
aussi réduire 1’expression de genes cestrogéno-induits. Ainsi, une des fonctions essentielles de BRCA1
durant la puberté et la grossesse pourrait étre de protéger le sein contre I’instabilité génomique
secondaire a la prolifération induite par les cestrogénes via Iactivation du REa, d’induire la
différenciation et de réparer les lésions de I’ADN. Une étude récente analysant la survenue de
cancers chez des jumeaux homozygotes étaye cette hypothése. La plupart des cancers héréditaires ne
seraient pas liés a la succession des évenements hormonaux de la vie mais plutét a la précocité de
la puberté résultant possiblement d’une sensibilité anormale de la glande mammaire aux hormones a
cette période de la vie (Hamilton et al. 2003).

3.2.3.BRCAL et expression des RE

Les cestrogénes exercent un effet proliferatif bien caractérisé sur les cellules mammaires
possédant des récepteurs aux cestrogénes et ont par la un effet mutagéne indirect. En effet, le
simple fait d’augmenter la prolifération sous-tend une augmentation du risque d’erreurs de réplication,
et donc de mutations (Fig.07).

De plus, les cestrogenes peuvent provoquer des lésions directes de I’ADN par leurs métabolites
(appeles adduits de I’ADN) (Liehr et al. 2000). Cet effet mutagene direct leur confére donc un role
initiateur potentiel en plus de leur effet promoteur. Ainsi, la perte de fonction de la protéine
BRCAL, impliquée dans les mécanismes de réparation de I’ADN, pourrait rendre la cellule plus
sensible aux effets mutagenes, directs ou indirects, des cestrogenes (Fig.07) (Hilakivi et al. 2000).

Plusieurs hypothéses concernant I’absence d’expression des RE, absence fréequemment retrouvée dans
les tumeurs mammaires chez les porteuses d’une mutation de BRCAL peuvent étre évoquées. D une
part, il a été montré que dans certains cas, I’expression des RE pouvait étre régulée négativement
sous I’effet des cestrogenes dans les cellules épithéliales mammaires normales et tumorales (Vaziri et
al. 2001). Cette régulation négative des RE pourrait ainsi constituer un mécanisme de défense cellulaire
visant a protéger la cellule vis-a-vis du stimulus oestrogénique prolifératif non contr6lé par la protéine
BRCAL1 altérée. L’hypothese d’une régulation négative des RE sous I’effet des cestrogenes peut étre
étayée par I’observation d’une négativité des RE observée uniquement en période d’activité génitale
dans la cellule mammaire normale (Vaziri et al. 2001). La perte d’expression des RE dans les
tumeurs avec une mutation BRCA1 pourrait enfin correspondre a un événement moléculaire tardif
de la progression tumorale. Cette perte d’expression des RE serait alors elle-méme facilitée par

I’instabilité génomique due & la perte de fonction de BRCAL (Fig.08).
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Figure 07 : Role de BRCA1l dans le controle de la prolifération
cellulaire oestrogéne dépendante (Rodriguez et al. 2000)..
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Figure 08 : Hypothése mécanistique du role des mutations de BRCA1
dans la progression tumorale hormonodépendante (Rodriguez et al. 2000).

18




o] li-NR [ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE]

I1.4. Hormonotheérapie : ciblage du RE dans le traitement du cancer du sein

Les principaux traitements du cancer du sein sont, en fonction de I’avancement de la maladie
sont la chirurgie, la radiothérapie, 1’hormonothérapie et la chimiothérapie. les cancers du sein positif
pour le RE sont les plus fréquemment observés et le développement du cancer du sein est
largement associé a I’activité du RE (Group 2002). En réponse aux hormones stéroidiennes, le RE va
réguler positivement ou négativement 1’expression d’un grand nombre de génes, ce qui va conduire a
une prolifération aberrante des cellules cancéreuses. le RE est une cible majeure dans le traitement
du cancer du sein. Cette approche thérapeutique visant a inhiber I’action du RE et des estrogenes,
est plus communément appelée thérapie endocrine ou hormonothérapie. Le ciblage de I’activité des
estrogenes et du RE peut se faire a différents niveaux. (Ignatiadis & Sotiriou 2013).

Plusieurs molécules anti-estrogéniques regroupées sous le terme SERMs (Selective Estrogen
Receptor Modulator), vont permettre de bloquer I’action du RE dans les cellules cancéreuses
(Maximov et al., 2013). Depuis le début des années 70, un anti-estrogene connue sous le nom générique
de Tamoxifene, est utilisé dans le traitement du cancer du sein en vue de bloquer I’action du RE. Il
s’agit donc d’une référence en terme de thérapie endocrine depuis plus de 30 ans, pour les patientes
ayant un cancer du sein ER+. Son efficacité a été prouvée durant toutes ces années dans les cancers du
sein, aussi bien a des stades précoces que tardifs.(Clemons et al., 2002). Ces derniéres années,
plusieurs analogues du tamoxifene, tel que le raloxifene et le torémiféne, ont permis d’améliorer
I’efficacité thérapeutique de ces SERMs (Maximov et al. 2013). Toujours dans le cadre de
I’hormonothérapie, les anti-aromatases vont bloquer la synthese des estrogénes, constituant une autre
alternative thérapeutique dans les cancers du sein ER+ (Ma et al., 2015). Enfin une derniére classe de
molécules appelée SERDs (Selesctive Estrogen Receptor Downregulator), vont permettre de diminuer

I’expression du RE, afin de réduire son activité (McDonnell et al., 2015) (Fig.14).

Malgré ce large éventail thérapeutique dans le traitement des cancers du sein ER+, les mécanismes de
résistance a I’hormonothérapie sont plus que fréquents (Hart et al. 2015). De maniére étonnante, dans la
plupart des cancers du sein résistant a I’hormonothérapie, le RE est toujours actif et continue d’étre
exprimé. Plusieurs études ont montré que cette persistance de la signalisation estrogénique, implique de
nombreux mécanismes, dont ’augmentation d’expression du RE lui-méme et de ses co-activateurs, ou
encore son interaction fonctionnelle avec différentes voies de signalisation altérées dans le cancer du
sein (Osborne & Schiff 2011). Plusieurs mutations dans le géne ESR1 sont également considérées
comme des biomarqueurs prédictifs de résistance & I’hormonothérapie. En effet, il a notamment été
montré récemment que la fréquence des mutations de ESR1 est faible dans les tumeurs primaires,
alors qu’elle est plus importante dans les cancers métastatiques, suggérant ainsi une expansion clonale des
cellules présentant des mutations dans le gene ESR1 suite au traitement anti-hormonal (Wang et al.

2016). De plus, il est également connu que la perte d’expression du RE au cours de la progression
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tumorale est un mécanisme de résistance a I’hormonothérapie. Cette conversion d’un statut ER+ vers
un statut ER- doit étre pris en considération dans le choix du traitement, car une étude montre qu’elle a
été observée dans 15 & 20% des cancers du sein métastatiques résistants a I’hormonothérapie
(Hoefnagel et al. 2012).
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Figure 9 :Mécanismes daction des différents traitements d'hormonaux thérapie.
(McDonnell et al., 2015)



Chapitre 11

(—

/
7 X
Matériel

Et Méethodes



Seniiedll [MATERIEL ET METHODES]

Introduction :

Notre travail est réalisé au niveau de laboratoire d’anatomopathologic du Docteur Handouze
(CHUO) et dans le laboratoire d’anatomopathologie du Docteur Belbachire (EHUQO) a Oran et au niveau
de laboratoire du Docteur Benchaibe & Mostaganem (Hopital Che-guevara).

Notre étude est effectuée sur des patientes porteuses dun nodule, recrutées pour une
tumorectomie ou mastectomie avec curage axillaire. Seuls les cas de carcinomes canalaires et lobulaires
infiltrants ont été retenus et c’est ainsi que nous avons sélectionné 660 patientes pour lesquelles les

diverses caractéristiques tumorales sont précisées.
1.La Techniques histologique

Les différents préléevements des pieces opératoires (le sein) provenant des services cliniques, de la
radiologie ou du bloc opératoire, doivent étre acheminés sans délai dans le service d'anatomie
pathologique s'ils sont a I'état frais. Fixés, I'acheminement peut étre moins rapide.

Les étapes suivantes sont le prélude a I'analyse histologique et au compte rendu. La qualité apportée a la
technique est fondamentale.

1.1. Enregistrement :

Lorsqu’un prélévement parvient au laboratoire, il est enregistré et recoit un numéro d’identification
unique. Celui-ci sera retranscrit sur les blocs et les lames, qui seront examinées au microscope apres le
traitement technique du prélevement. Chaque prélevement doit étre accompagné d’une fiche de
Renseignements remplie par le médecin prescripteur qui doit mentionner :

e L’identité du patient : nom, prénom(s), date de naissance, sexe ; (Fig.10)

e le siege, la date (jour et heure) et la nature du prélevement (biopsie ou exérese) ; (Fig.11)

e Les circonstances cliniques et par acliniques qui ont motive le prélevement et éventuellement les
hypothéses diagnostiques ;

e L’aspect macroscopique ou endoscopique des lésions (un compte-rendu opératoire peut étre
utilement joint), éventuellement I’aspect d’imagerie, en particulier pour les tumeurs osseuses ;

e Les nom et coordonnées du médecin prescripteur et du préleveur, et éventuellement ceux des
autres médecins correspondants.

1.2.Fixation :

La fixation est indispensable pour conserver la morphologie cellulaire, elle doit étre immédiate ou au
moins tres rapidement débutée apres 1’obtention du prélévement. Toute fixation défectueuse rend I’étude
anatomopathologique difficile voire impossible (dessiccation et/ou autolyse du tissu).

Nature du fixateur : le fixateur le plus habituellement utilisé est le formol a 10 % tamponné. Pour les
biopsies de petites tailles, des fixateurs a base d’alcool peuvent €tre utilisés (fixation encore plus rapide,
mais effet délétére sur certains antigénes, ce qui peut nuire a des techniques particulieres
d’immunohistochimie) et fixée les tissus de sein pour protéger le structure du sein.

La durée de la fixation dépend de la taille du prélevement : au minimum 2 a 5 heures pour une petite piece
opératoire et 16 heures pour une grande piéce opératoire.
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1.3.Mensuration et description des pieces : Etude macroscopique

L’examen macroscopique détaillé est une partie essentielle de I’étude d’une piéce opératoire : la
piece (sein) est examinée, mesurée, pesée, palpée puis disséquée Chaque lésion est repérée sur un schéma
et éventuellement photographiée. Ces constatations sont confrontées aux documents cliniques et/ou
radiologiques, ce qui souligne 1I’importance des renseignements écrits fournis par le médecin clinicien. En
cas de piéces opératoires complexes (exérése monobloc de plusieurs organes, ou piece de résection selon
une méthode non conventionnelle), le chirurgien devra adresser la piéce avec des indications de repérage

topographique.

Il peut étre utile de marquer les berges d’une picce de résection de tumeur avec une encre indélébile :
Ceci ne nuit pas a 1’étude histologique et permet d’apprécier exactement la distance entre la tumeur et la

limite chirurgicale de la piece. (Fig.12 ;13)

1.4.Désydradation

Les prélevements ayant achevé leur fixation sont déposés dans des cassettes en plastique,
directement s’il s’agit de biopsies ou, s’il s’agit de pieces opératoires, apres I’étape d’examen
macroscopique au cours de laquelle sont prélevés des fragments de petite taille (en moyenne 2 x 0,3 cm).
(Fig.14 ;15) Puis les tissus contenus dans les cassettes sont déshydratés par passage désydradation .

( Tableau I11)

Tableau 111 :Le passage désydradation :

Le passage Les bains La durée
1 Formol 1h:30
2 Alcool 100% 1h:30
3 Alcool 80% 1h:30
4 Alcool 60% 1h:30
5 Alcool 50% 1h:30
6 Alcool 30 % 1h:30
7 Alcool 20% 1h:30
8 Toluene ou Xylen 1h:30
9 Toluene ou Xylen 1h:30
10 Parafine 1h:30
11 Parafine 1h:30
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Figure 12 : Etude macroscopique Figure 13 : Etude macroscopie
(http://lwww.histalim.com)

Figure 14 : Appareil désydradation Figure 15 : Appareil désydradation
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1.5.Linclusion :

L’inclusion se fait dans des cassettes spéciales, la paraffine chauffée a une température de 56
a 58°C pendant 30 min a 1heure est préalablement filtrée puis versée dans le moule, la piéce étudiée apres
avoir été orientée est alors immergée dans la paraffine et entierement recouverte, les blocs démoulés sont

étiquetés afin de les référencer. (Fig.16)

1.6. Réalisation des coupes :

En se refroidissant, le fragment, imbibé de paraffine, se trouve inclus dans un bloc solide a partir
duquel (Fig. 17 ;18), grace a un microtome comportant un rasoir, des coupes de 5 microns d’épaisseur
sont obtenues. (Fig.19)

Figure 16 : Placer la piece dans le moule. Figure 17 : Inclusion en paraffine : Réalisation des
blocs

_—

Figure 18: Refroidissement les blocs sur plaque Figure 19 : Les coupes au microtome
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1.7.Etalement sur lames :

Plusieurs motifs de coupe tissulaire sont étalés sur lames (Fig. 20). Les lames sont alors séchées afin
d'assurer une bonne adhésion a la lame des tissus avant coloration. (Fig.21)

Figure 21 : Bloc de piéce anatomie et
leur lame etalée

Figure 20 : étalement les lames

1.8.coloration :

La coloration utilisée est une coloration de type Hématoxyline-Eosine (HE), largement utilisée en
histologie. La coloration usuelle associe un colorant basique nucléaire (hématéine, hématoxyline) et un

colorant acide cytoplasmique (éosine, érythrosine, ou phloxine).(Tableau 1V)

Les produits de coloration :

Figure 24 : Hématoxyline Figure 25 : Carbonate
de Iéthium

Figure 26 : Acétone Figure 27 : Eosin Figure 28 : Rinacge par I'eau de

robinet

Sk



Tableau 1V :Les étapes de coloration d’hématoxyline-eosine:

Chapitre Il

IMATERIEL ET METHODES]

Le passage La solution La durée
1 Xylen 2 minutes
2 Xylen 2 minutes
3 Alcool 30 seconde
4 Alcool 2 minutes
5 Rincage ( I’eau de rebinet) 30 secondes
6 Hématoxyline 2 minutes
7 Rincage ( I’eau de robinet) 30 secondes
8 Carbonate de lithium 10 secondes
9 Rincage ( I’eau de robinet) 30 secondes
10 Alcool 1 minute
11 Eosin 10 secondes
12 Acétone 10 secondes
13 Acétone 10 secondes
14 Acétone 30 secondes
15 Xylen 1 minute

1.9.Montage des lames :

La phase de montage représente la derniére phase de la coloration. Elle consiste a couvrir la coupe
par une lamelle (Fig.29) soigneusement posée sur une grosse goutte de leukit (Fig.30) des petites
pressions sur la lamelle permettent 1’élimination compléte des bulles d’aires, qui entravent I’observation
au microscope. (Fig.31)

Figure 29 : Lamelle de montage Figure 30 : Résultats de montage

Figure 31 : Leukit

1.10.Etude en microscopie optique :

L’observation des coupes colorées est effectuée a I’aide d’un microscope optique. Cet appareil
permet d’obtenir une image agrandie (20 a 1000 fois) par une combinaison optique de la coupe éclairée
par une lumiere qui la traverse.

Colorant Affinité Coloration
Hématoxyline Noyaux Violet
L’éosine Cytoplasme Rose
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2.Technique immunohistochimique :

Les techniques d’immunohistochimie (IHC) sont réalisées sur les prélévements fixés et inclus en
paraffine contenant les tumeurs primitives pour la détermination des facteurs moléculaires avec les
anticorps spécifiques. Aprés le repérage de la composante carcinomateuse infiltrante,les carcinomes
canalaires ou lobulaires infiltrants sont délimités sur lame en vue de 1’étude immunohistochimique. La
technique immunohisto-chimique est comparable pour les récepteurs hormonaux RH, pour 1’oncoproteine
HER2 et pour les cytokératines en tenant compte des spécificités de chaque anticorps. La sensibilité et la
specificité de détection immunohistochimique des récepteurs sont trés variables en fonction du fixateur,
du type de prétraitement, de ’anticorps primaire et de la méthode de révélation.

La premiére partie de 1’étude IHC permet de préciser le statut des récepteurs RE/RP et HER2 pour les 120
tumeurs .

2.1.Le reperage de la composante carcinomateuse infiltrante :

Ce repérage est réalisé en I’histologie. C’est une étape indispensable puisque la mise en évidence
des récepteurs par les anticorps spécifiques au niveau de la tumeur ne prend en compte que la composante
infiltrante. La réalisation des témoins internes et/ou externes est capitale.

2.2.La confection des coupes :

Des coupes de 2 a 4 p réalisées au microtome sont montées sur lames traitées au 3-
aminopropyltriethoxy-silane a 2% (Sigma). Les coupes sont étiquetées (RE, RP, HER2 et CK5/6 et Ki67)
et collées a I’albumine bovine (Dako) sur plaque chauffante .

2.3.Protocole de technique immunohistochimie

2.3.1. Déparafinage :

Les lames, rangées dos a dos et placées dans un porte lames, subissent un prétraitement thermique
dans I’étuve a 37°C durant 24 heures.

2.3.2. Réhydratation

Mettre le porte lame qui contient les lames de immunohistochimie dans des bains qui contient :

Le passage La solution La durée
1 Xylen 10 min
2 Xylen 10 min
3 Alcool 100% 10 min
4 Alcool 90% 10 min
5 Alcool 70% 1 min
6 Alcool 50% 1 min
7 L’eau distilé 5 min
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Figure 32 : Les étapes de Rehydratation .

2.3.3. Démasquage

Préparer bacs avec solution pH6 ou pH9 (Fig.33), les disposer dans le bain marie a 92-98° y déposer le
panier de lame 40-45 min . (Fig.34)

Py 3 ;- v H
" L SRR b e 5 Gt

Figure 33 : Solution pH 6 et pH9 . Figure 34 : Solution pH 6 et pH 9 dans bain marie .

Aprés 45 minutes , refroidir les bacs en les déposants dans un bain d’eau du robinet quelque minutes .
(Fig.35)

Figure 35 : Refroidisement
les solution pH par I'eau de
robinet
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Aprés le refroidisement , rincer avec le TBS (Fig.36) et cercler ’echantillon avec le novopen.(Fig.38)

Figure 36 : Rincage par TBS Figure 37 : Lame sans cerclage Figure 38 : Cercler lame avec
Novopen

Utilisation du kit Novocastra

Figure 39 : Coffre de kit Novocastra

Avant d’utulisé le coffre de novocastra (Fig.39), il faut preparer une chambre noire humide (Fig.40) et
mettre les lames immunohistochimie dans la chambre noire . (Fig.41), (Fig.42)

Figure 40 : Chambre noire Figure 41 : Les lames dans la Figure 42 : Chambre noire fermé
chambre noire
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2.3.4.Protocole de kit Novocastra :
v Etape 1 : Bloquet péroxydase (péroxydase block )

Mettre 2 gouttes de Péroxydase (Fig.43) dans tous les lames d’immunohistochimie (Fig.44) pour bloquet
activite de péroxydase et faire chambre noire pendant 10 minutes (Fig.45) et apres 10 minutes rincer
avec le TBS . (Fig.46)

Figure 43 : Péroxydase Figure 44 : 2 gouttes de péroxydase
block sur les lames

Figure 45 : Chambre noire fermé Figure 46 : Rincage par TBS

v Etape 2 : Bloquet les proteines ( Protein block )

Mettre 2 gouttes de protein block (Fig.47) dans tous les lames d’immunohistochimie (Fig.48) pour
bloquet les activité de proteines et faire chambre noire pendant 5 minutes (Fig.49) et apres 5 minutes
rincer avec le TBS .(Fig.50)

Figure 48 : 2 gouttes de Protein block sur les

Figure 47 : Protein block lames
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Figure 49 : Chambre noire fermé Figure 50 : Rincage par TBS

v Etape 3 : Déposer les anticorps

Mettre 20 ul d'anticorp (Fig.51 ;52) dans tous les lames immunohistochimie (Fig.53) ( chaque lame
possede un anticorp spécifique ) pendant 45 minutes dans le chambre noire (Fig.54) pour voire s’il ya un
tumeur ou pas, avec le degré de tumeur , Aprés 45 minutes rincer par le TBS . (Fig.55)

Fig}_Jre 51 : Les anticorps Figure 52 : Les anticorps de cancer
d'immunohistochimie du sein (Ro, Rp, Here 2, ki67)

Figure 53 : Déposer les anticorps dans Figure 54 : Chambre noir
les lames d'immunohistochimie

Figure 55 : Rincage par le TBS
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v Etape 4 : Déposer les anticorps secondaire (Post primary )

Mettre 2 gouttes d’anticorp secondaire (Fig.56) dans tous les lames d’immunohistochimie (Fig.57)
pour la confirmation les tumeurs dans les échantillons et faire chambre noire pendant 30 minutes
(Fig.58) , apres 30 minutes rincer par le TBS . (Fig.59)

Figure 56 : L'anticorp secondaire Figure 57 : Mettre 20ul de Ac seconadaire dans
( Post primary ) les lames IHC

Figure 58 : Chambre noir Figure 59 : Rincage par le TBS

v'Etape 4 : Déposer les polyméres

Mettre 2 gouttes de polymere (Fig.60) dans tous les lames d’IHC (Fig.61) pour eliminé tous les
polymere dans les echantillons et faire chambre noire (Fig.62) pendant 30 minutes , aprés 30 minutes
rincer par le TBS . (Fig.63)

Figure 60 : Novolink Figure 61 : Deposé 2 gouttes de novolink
Polymere polymere dans tous les lames IHC
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Figure 62 : Chambre noir pendant 30 minutes Figure 63 : Rincage par le TBS

v'Etape 5: Déposer le novocastra DAB chromogene

Mettre 20ul de solution DAB chromogene (Fig.64) dans tous les lames d’IHC (Fig.65) pour donné
la coloration maron et pour voire le tumeur dans les echantillons et faire chambre noire (Fig.66) pendant
3 minutes , aprés 3 minutes rincer par le TBS . (Fig.67)

Figure 64 : Novocastra Figure 65 : Déposé 20ul de solution novocastra
DAB chromogene DAB chromogene

.

Figure 66 : Chambre noir pendant 3 Figure 67 : Rincage par le TBS
minutes
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v'Etape 6: Déposer I’hématoxyline

Mettre 2 gouttes d’hematoxyline (Fig.68) dans tous les lames d’IHC (Fig.69) et faire chambre noire
pendant 5 minutes , apres 5 minutes rincer par :
» L’eau de robinet pendant 3mn et nous mettre les lames d’THC dans le porte lames . (Fig.70)

» Le TBS pendant 3mn . (Fig.71)
» L’eau distilé pendant 3mn . (Fig.72)

p— —

Figure 68: Novocastra Figure 69 : Déposer 2 gouttes d’hématoxyline
hématoxyline dans tous les lames IHC

Figure 70 : Rincage les lames par I'eau

de robinet

ey NN S

Figure 71 : Rincage par le TBS Figure 72 : Rincage par I'eau
distilé



O] liNIN [MATERIEL ET METHODES]

2.3.5. désydradation:

Mettre le porte lame qui contient les lames de immunohistochimie dans des bains qui contient :

Le passage La solution La durée
1 L’cau distilé 5 min
2 Alcool 50% 1 min
3 Alcool 70% 1 min
4 Alcool 90% 10 min
5 Alcool 100% 10 min
6 Xylen 10 min
7 Xylen 10 min

Figure 73 : Les étapes de désydratation

2.3.6. Montage les lames d’IHC :

La phase de montage représente la derniere phase de la IHC . Elle consiste a couvrir la coupe par
une lamelle (Fig.74) , soigneusement posée sur une grosse goutte de leukit (Fig.75) des petites pressions
sur la lamelle permettent I’élimination compléte des bulles d’aires, qui entravent 1’observation au
microscope. (Fig.76)

Figure 74 : Lamelle de montage Figure 75 : Résultats de montage

S%

Figure 76 : Leukit
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I11-RESULTATS ET DISCUSSION :

Les résultats de notre étude portent sur 660 cas de carcinomes mammaires infiltrants, montrent une
répartition variable selon les paramétres cliniques, histopathologiques et biologiques, diagnostiqués au
service d’anatomie pathologique et déterminer par immunohistochimie.

> Les résultats sont exposés en quatre parties :

1 - Etude des caractéristiques globales des 660 cas de carcinomes infiltrants.
1-1-Analyse des parametres clinico-pathologiques des carcinomes infiltrants.
1-2-Analyse des parametres biologique.

2- Détermination des parametres d’immunohistochimie des sous-types moléculaires.

3 - Etude des caractéristiques de sous-type triple-négatives.
3-1-Analyse des parameétres clinico-pathologiques de tumeurs triple-négative.

4- Comparaison des tumeurs triple-négatives versus non triple-négatives .
1.Caractéristiques globales de carcinome infiltrant :

Notre analyse globale des données mises en ceuvre dans 1’étude des carcinomes mammaires est réalisée
sous forme de tableaux résumant ’ensemble des résultats obtenus.

1.1.Caractéristiques clinico-histopathologiques :

L’étude histologique des prélevements permet de préciser les paramétres tumoraux tels que : 1’age, la
taille tumorale, le type histologique, le grade SBR, I’envahissement ganglionnaire, le type de
prélevement, localisation de la tumeur. (Tableau VI1I)

Tableau V: Les résultats de I’analyse histopathologique des carcinomes infiltrants (660cas).

Envahissement Ganglionnaire N selon

Age | Taille tumorale Type Ganglion
moyen Pt Histologique | lymphatique Classification TNM
des

patients T1 | T2 | T3| CCI | CLI | N+ N- NO N1 N2 N3

Carcinomes
infiltrants | 50ans [47% |51% | 2% | 81% | 19% |65,23% | 34,47% | 24,26% | 29,33% | 20,85% | 13,87%

660 cas

Grade histopronostic Localisation de la tumeur Type de prélévement
SBR

SBR 1| SBR Il | SBR 11l | Gauche | Droite | Bilatérale | Mastéctomie | Tumerctomie | Biopsie | Cytoponction

5,30% | 65,15% | 29,55% | 54,09% |45,45% | 0,45% 49,86% 27,42% |11,51% 11,21%

La premiere partie de notre travail concerne I’étude histopathologique des carcinomes infiltrants et
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montre les caractéristiques péjoratives dominantes des tumeurs chez les 660 patientes.
v’ L’age varie entre [20-89].
Age moyen : 50 ans.
Taille post-chirurgicale : pT1 (47%), pT2 (52%) et pT3 (2%).
Type histologique : CClI (81%b).
Envahissement ganglionnaire selon :
e Ganglions lymphatiques : pN+ (65,23%).
e Classification TNM :pN2 (29,33%).
v" Grade histopronostique : SBRII (65,15%).
v' Sein atteint : Gauche (54,09%).
v Type de prélévement : Mastectomie (49,86%0).

AN NI NERN

> Ces résultats concordent avec les travaux de (Guedouar et al.2014, 2017), (Ladjeroud a.,2018),
(Nait behloul n.,2018), (Ouattara h.,2018).

1.2.Caracteéristiques Biologiques :

L’étude biologique des prélévements permet d’analyséles récepteurs hormonaux (RE et RP) et
I’oncoprotéine HER2 et le marqueur de prolifération KI67. (Tableau V) .

Analyse de I’expression des facteurs biologique des carcinomes infiltrants (660cas) chez les femmes
avec 1’age des patientes varie entre [20-89].

Tableau VI:Les résultats d’analyse des récepteurs biologique des carcinomes infiltrants (660cas).

Récepteurs Biologiques Spécifiques

Récepteurs Récepteurs Récepteurs oncoprotéines Récepteurs
cestrogénes RE progestérone RP HER2 antigéne Ki67
RE- RE+ RP- RP+ HER2- HER2+ | Ki67++ | Ki67+++
(Score 0-1) (Score 2-3) | Modéré Fort
Carcinomes
infiltrants 39% 58% [39,54% | 57,27% 71,96% 28,02% 38% 58%
660 cas

L’analyse immunohistochimique, met en évidence la prédominance des récepteurs biologiques de
mauvais pronostic au niveau des carcinomes infiltrants :

v Récepteurs hormonaux : RE+ 58% ; RP+ 57,27%.

v" Oncoprotéine HER2 : HER2- (score 0-1) 71,96%.

v" Antigene Ki67 : Ki67+++ Fort 58%.

> Ces resultats rejoint les données et concordent avec ceux de la littérature et les travaux de
(Guedouar et al. 2014, 2017), (Ladjeroud,2018), (Nait behloul,2018), (Ouattara,2018).
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2. Détermination immunohistochimique des sous-types moléculaires :

L’études biologique de profil génomique de I’ensemble des 660 cas de notre série permet de
déterminer la classification des cancers du sein en 4 groupes : luminal A et B, HERZ2, triple négative selon
I’expression des paramétres biologiques étudiés : RE, RP, HER2, Ki67.

La technique utilisé est I'immunohistochimie qui permet d’identifier et de localiser des protéines
specifiques sur une coupe de tissu.

2.1.Expression les sous types luminal AetB :

> Le sous-type Luminal, majoritairement RE+, comprend deux groupes : luminal A et luminal B
selon I’intensité du marquage des RE.
> Les résultats montrent que Sur les 660 patients, Luminal A a été trouvé chez 64 patients avec
marquage nucléaire intense des récepteurs estrogénique et absence d’expression de HER2.
> Le phénotype de luminal A est : RE++, RP+, HER2-, Ki67 faible (<20). (Fig.77). Les tumeurs
de luminal A sont souvent de bas grade histologique
> Les résultats montrent que Sur les 660 patients, Luminal B a été trouvé chez 52 patients avec
marquage nucléaire intense des récepteurs estrogénique et présence d’expression de HER2. (Fig.77)
> Le phénotype de luminal B est : RE+, RP+/-, HER2-, Ki67 fort (>20). Les tumeurs de luminal B
sont habituellement de haut grade histologique.
> Les résultats montrent que 544 des patientes déterminées a des autres groupes (HERZ2, triple
negative).
> Nos résultats concordent avec ceux de la littérature et les travaux de (Guedouar et al. 2011, 2014,

2017), (Nait behloul n.,2018).
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Figure 77 : Proportion des tumeurs luminal A et luminal B
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2.2.Expression le Sous-type HER?2:

La présence du HER2 positive pour ’ensemble des cas (660 patients) est retrouvée dans 15 %
(98 patientes) avec fort d’expression de HER2. (Fig.78)

Le phénotype de HER2 est : HER2+, RE—, RP—, ce qui reflete un mauvais pronostic.

Les résultats montrent que Sur les 660 patients, HER2 négative (non HER2) est retrouvé dans
85% (562 patients) avec absence d’expression de HER2. (Fig.78)

Notre résultat concorde avec ceux de la littérature les travaux de (Guedouar et al. 2011, 2014,

2017), (Nait behloul N.,2018).

M Her2 ™ Nonher2

Figure 78 : Répartition des patientes selon Expression de HER2.

2.3.Expression lesous-type triple-négatif :

Les triple-négatifs/basal-like sont un sous-type particulier au sein des carcinomes mammaires

Caractérisé par I’absence d’expression des RE, RP et HER2 et I’expression de cytokératine CK
5/6.

Le phénotype des triple-négatifs est : RE—, RP—, HER2-.

Le phénotype des triple-négatifs/basal-like est : RE-, RP—, HER2—, CK5/6+.

Les résultats montrent que Sur les 660 patients, les tumeurs de triple négative a été trouvé chez
113 patients avec marquage 1’absence d’expression des RE, RP et HER2. (Fig.79)

Les résultats montrent que Sur les 660 patients, les tumeurs non triple négative a été trouvé chez
547 patients avec marquage présence d’expression des RE, RP et HER2 et I’expression de
cytokératine CK5/6. (Fig.79)

> Ce résultat est similaire aux travails de (Guedouar et al, 2011, 2014, 2017), (Nait
Behloul n.,2018). Ceci met 1’accent sur 1’agressivité et la prédominance des tumeurs de pronostic
sombre en Algérie.
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600 -
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400 - B Non triple négative
300 A M Triple négative

200 -
100 -

Figure 79 : Répartition des patientes selon sous type Triple
négative.

3. Caracteristiques de tumeurs triple-négatives:

L’analyse immunohistochimique des marqueurs biologiques (RE, RP, HER2), au niveau de la
composante infiltrante des carcinomes, a permis de répertorier 113 cas de tumeurs négatives pour les trois
récepteurs : ces tumeurs constituent les carcinomes triple-négatifs.

L’ensemble des paramétres clinico-pathologiques est déterminé en vue de mettre en évidence les
spécificités de ce groupe de tumeur.

3.1. Caractéristiques clinico-histopathologiques :

Dans notre travail nous avons réalisé la répartition des patientes selon les parametres cliniques.
L’étude histologique des prelevements permet de préciser les parametres tumoraux tels que : I’age,la taille
tumorale, le type histologique, le grade SBR, I’envahissement ganglionnaire.

3.1.1. Repartition selon age des patientes (113 cas):

La majorité des 113 patientes se répartit entre 20 et 89 ans avec un age moyen de 50,53 ans et 53,09%
des patientes ont moins de 50 ans.

L’analyse du paramétre clinique dge montre que les tumeurs triple-négatives sont fréquentes chez les
femmes jeunes, (Fig.80).

L’age est un facteur clinique important car il est 1ié au statut hormonal de la femme,(moins de 50 ans
étant ’age de la ménopause admis statistiquement).
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Figure 80 : Répartition des patientes selon I'age ( n=113)
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3.1.2. Répartition selon la localisation de la tumeur:

Les résultats montrent que dans les carcinome triple négative, le c6té gauche est le plus atteint
avec 51% (58 patientes), suivi du c6té droit, 49% (55 patientes), (Fig.81). De maniére générale,
I'atteinte du sein gauche a été prédominante par rapport au sein droit, ce qui est trouvé dans les travaux de
(Nait behloul n.,2018), (Ouattara h.,2018),(Engbang et al,2015).

B Gauche

B Droite

Figure 81 : Répartition selon la localisation de la tumeur

3.1.3. Répartition selon le type de prélevement

Les résultats montrent que dans les carcinome triple négative, les prélevements sont analysés par
la mastectomie avec un pourcentage de 50% (72 patientes) des cas et le tumorectomie avec un
pourcentage de 36,27% (42 patientes), (Fig.82).
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Figure 82 : Répartition selon le type de prélevement
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3.1.4. Répartition selon la taille tumorale :

Dans notre série, La taille varie de pT1apT4 (0,3 cm et 9,3) cm.

La taille post chirurgical (pT) des tumeurs déterminées par la classification pTNM

Les résultats montrent que la fréquence de pT1 est de 61%,(0 a 2cm) et la fréquence de pT2 est
de 36%0, (2 a5 cm) et la fréquence de pT3 est 3%, (5a 7 cm).(Fig.83)

> Les résultats montrent que la taille tumorale pT1 et pT2 sont dominants, ce qui concorde avec les
travaux de (Ladjeroud a.,2018), (Nait behloul n.,2018), (Ouattara h.,2018).
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Figure 83 : Répartition des tumeurs selon la taille pt.

3.1.5. Reépartition des cas en fonction de types histologique

Sur le plan histologique, le carcinome canalaire infiltrant (CCI) est prédominant avec 88% des
patientes, suivis par le carcinome lobulaire infiltrant (CLI) qui représentent 12%. (Fig.84)
> Ces résultats rejoint les données de la littératureet les travaux de (Guedouar et al. 2014, 2017)
,(Ladjeroud a.,2018), (Nait behloul n.,2018) qui révélent que le carcinome canalaire est la forme
histologique la plus fréquente.

HCCl
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Figure 84 : Répartition des patientes selon le types histologique .
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3.1.6. Répartition selon des ganglions selon N.
3.1.6.1.Répartition selon des ganglions lymphatique selon N.

Pour les triple-négatifs la diffusion métastatique aux ganglions lymphatiques axillaires est présente
dans 68% des cas : c’est un élément majeur de mauvais pronostic, ce qui souligne une évolution
défavorable.(Fig.85), Ce résultat est confirmé dans plusieurs études,(Guedouar et al. 2014, 2017).

BN+
BN -

Figure 85 : Répartition selon des ganglions lymphatique N.

3.1.6.2.Répartition selon classification TNM :

L’analyse de la chaine ganglionnaire axillaire est un facteur important pour prédire les rechutes
métastatiques et la survie des patientes.

> Les résultats montrent que 40% des patientes (n=45) marque 1’absence des ganglions envahis
(NO). (Fig.86).

> Les métastases ganglionnaires sont classées en N1 (de 1 a 3 ganglions envahis) dans 56%o des cas
(n=63). (Fig.86)

> Laclasse N2 (de 4 a 9 ganglions envahis) ne représente que 4% des cas (n=5).(Fig.86).

>  Ces résultats concordent avec la littérature et les travaux de (Guedouar et al 2014, 2017)
,(Ladjeroud a.,2018), (Nait behloul n.,2018) qui révélent que la chaine ganglionnaire
axillaire de classe N1 est la plus fréquente par rapport les autres classe (NO, N2, N3).
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Figure 86 :Répartition des patients selon classification TNM
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3.1.7. Répartition selon le Grade SBR :

La classification histopronostique de Scarff et Bloom-Rechandson (SBR) permet de distinguer 3grades :
SBR I, SBR Il et SBR III.

Les résultats montrent que dans les carcinome triple négative , le Grade 11 est le plus fréquent avec une
fréquence de 69,91% (79 patientes) , il est considéré comme de pronostic incertain , les tumeurs
faiblement différenciées (grade I11) représente une fréquence de 23.89% (27 patientes) , alors que le
grade | qui représente les tumeurs trés différenciées de bon pronostic n’est trouvé que chez 6,19% (29
patientes) (Fig.87), Ces résultats sont confirmés dans plusieurs études, (Guedouar et al. 2014, 2017),
(Nait behloul n.,2018), (Ouattara h.,2018) .
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Figure 87 : Répartition des tumeurs selon le Grade SBR.
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4.Comparaison des tumeurs triple-négatives versus non triple-négatives:

Sur la base de ’ensemble de nos données cliniques, histologiques et biologiques, une comparaison
est effectuée entre différents groupes de tumeurs.
> Groupe 1 : Carcinomes infiltrants de notre série, (660 cas).
» Groupe 2: Carcinomes infiltrants triple-négatifs. Ce groupe est déterminé par 1’étude
immunohistochimique des récepteurs RE, RP, HER2, (113 cas).
> Groupe 3: Carcinomes infiltrants non triple-négatifs, (547 cas). Ce groupe est caractérisé par le
marquage positif de RE et/ou RP et/ou HER2.

Tableau VII:Les résultats de cette analyse sont résumés dans le tableau suivant :

Carcinomes Carcinomes Carcinomes
Caractéristiques analvsées infiltrants !nflltrgnts_ |m_‘|ltran,ts _
g y 660 cas Triple-négatifs | Non triple-negatifs
113cas 547cas
Age moyen des patientes 50 ans 46,43 ans 50,58 ans
Femmes de moins 50 ans 59,09% 66,43% 44,60%
Taille tumorale pT3 2.72% 3% 2,74%
Grade histopronostique SBR 111 29,55% 23,89% 22,30%
Envahissement ganglionnaire N+ 65,23% 68% 60,48%
Récepteurs RE- 39% 100% 11,51%
@Stg’éene RE+ 58% 0% 57.40%
Récepteurs RP- 39,54% 100% 13,71%
pmgeétpero”e RP+ 57.27% 0% 57.03%
Récepteurs HER2- 71,96% 100% 52,10%
oncoprotéine (Score 0-1)
HER2 HER2+ 28,02% 0% 27,42%
(Score 2-3)

Aprés détermination et sélection des tumeurs triple-négatives (113cas) de la totalité des carcinomes
infiltrants (660cas), nous constatons que les carcinomes non triple-négatifs (547cas) présentent un
meilleur profil pour I’ensemble des caractéristiques étudiées tels que 1’age, la taille tumorale T3, le grade
SBR 111, I’envahissement ganglionnaire N+ et les facteurs biologiques (RE, RP, HER2) comme le montre
le tableau ci-dessus.
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La comparaison des tumeurs triple-négatives (TN), versus les non triple-négatives (non TN) montre que :
v Les TN apparaissent a un age plus jeune : (46,43 ans versus 50,58 ans)
v Les femmes de moins de 50 ans sont plus touchées : 66,43% versus 44,60%.
v’ Lataille tumorale T3 prédomine : 3% versus 2,74%.
v Le grade histopronostique SBR 11 est majoritaire : 23.89% versus 22.30%.
v L’envahissement ganglionnaire N+ est augmenté : 68,33% versus 60.48%.

De plus, I’analyse des paramétres biologiques est défavorable dans les tumeurs TN comparativement aux
tumeurs non TN :

e RE-:100% versus 11,51%.

e RP-:100% versus 13,71%. RE-, RP-, HER2+ étant corrélés
a un pronostic péjoratif.

e HER2+ : 0% versus 27,42%.

Ces résultats sont conformes a ceux de la littérature et de nombreux auteurs rapportent le caractere
agressif des tumeurs TN qui sont identifiées comme de mauvais pronostic, (Perou, 2001; Sorlie, 2003;
Sotiriou, 2006; Mathieu, 2007; Charafe-Jauffret, 2007; Mathieu, 2010).

L’analyse immunohistochimique des tumeurs RE- RP- HER2-, associées a un pronostic
défavorable, est importante car ce groupe ne dispose pas encore de thérapie spécifique.
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Conclusion

Conclusion :

Le cancer du sein est une maladie hétérogene. Cette hétérogénéité se retrouve aussi bien au niveau

histologique que phénotypique et moléculaire.

Cette hétérogénéité de profils moléculaires et de marqueurs phénotypiques entre les tumeurs d’un méme

organe (hétérogénéité inter tumorale) conduit a une classification en sous-types des tumeurs.

Le succeés de ces études dépendra de collaborations étroites entre chercheurs de différentes disciplines
(anatomo-pathologistes, oncologues et biologiste) et de la qualité du suivi des patientes sans lequel toutes
ces études seraient peu contributives a la compréhension de cette pathologie et a la prise en charge des

malades dans notre contexte.

Les techniques d’immunohistochimie (IHC) sont réalisées sur les prélévements fixés et inclus en
paraffine contenant les tumeurs primitives pour la détermination des facteurs moléculaires avec les

anticorps spécifiques.

Notre etude permet de definir le profil des tumeurs triple-négatives en analysant leurs

caractéristiques cliniques. Les résultats sont rapportés en trois parties.

- Analyse de 660 cas de carcinomes infiltrants :
Caractéristiques cliniques : les patientes ont un age compris entre 20 et 89 ans (4&ge moyen= 50
ans), 55,75% ont moins de 50 ans.
Facteurs histologiques dominants : la taille tumorale pT2 (51%), le type histologique le plus retrouvé est
le carcinome canalaire infiltrant (81%), le grade SBRII (65,15%), I’envahissement ganglionnaire N+
(65,23%). L’activité mitotique modéree (58%).
Caractéristiques biologiques déterminées par immunohistochime a 1’aide d’anticorps spécifiques :
RE+ (58%), RE- (39%) ; RP+ (57,27%), RP- (39,54%), HER2- (71,96%), HER2+ (28,02%).

- Détermination des sous types moléculaire :
Luminal A et Luminal B : (9,69%, 7,87%).
HER2 : (85%).

Triple-négatif : (17,12%).

- Analyse des tumeurs triple-négatives (113cas) :
Caractéristiques cliniques = 1’age des patientes est compris entre 20 et 89 ans (d&ge moyen= 50,53)
et 53,09% ont moins de 50 ans.
Caractéristiques histologiques : taille tumorale pT2 (36%), le grade SBRII (69,91%), I’envahissement
ganglionnaire N+ (68%), I’activité mitotique élevée (61,94%).
Caractéristiques biologiques : les tumeurs triple-négatives n’expriment ni les récepteurs oestrogéniques,

ni les récepteurs progestéroniques, ni I’oncoprotéine HER2.



Conclusion

Dans notre étude, nous avons noté un taux d’expression des récepteurs hormonaux et de 'HER2 proche
de celui décrit dans la littérature. Les récepteurs hormonaux sont corrélés entre eux et avec I’expression

de 'HER2, Ceci nous aidera a choisir des traitements, potentiecllement plus efficaces et moins toxiques.

Les résultats obtenus par notre étude sont encourageants. Les tumeurs de phénotype TN et HER2 sont
associées a des caractéristiques cliniques et histopathologiques plus agressivesque les tumeurs de
phénotype luminal.

Nos résultats concordent généralement avec ceux de la littérature et les travaux de (Guedouar
y.,2014,2017),(Ladjeroud.a.,2018), (Nait behloul n.,2018), (Ouattara.h.,2018), (Engbang et al,2015)
et notre technique immunohistochimique a fait preuve de sa fiabilité.

Cependant, Cette étude mérite d’étre approfondie et compléter avec une étude moléculaire pour
mieux cerner les causes majeures du cancer du sein pour une meilleure prise en charge des patientes et en

développant nos capacités de prediction individuelle de la réponse ou non-réponse aux thérapeutiques.
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