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RESUME

Les récepteurs a activité tyrosine kinase sont impliqués dans de nombreux processus qui
régulent la croissance cellulaire. lls sont d’ailleurs considérés comme des oncogénes dans de
nombreux cancers. Le laboratoire INSERM U908 a mis en évidence le réle déterminant du NGF
(Nerve Growth Factor) et de son précurseur le proNGF dans I'agressivité du cancer du sein et
dans le processus métastatique. De précédentes études ont montré que l'inhibition de
I'activité kinasique de TrkA par des inhibiteurs tels que le K252a ou le loxo-101 aboutissait a
une diminution de la taille des tumeurs in vitro mais aussi dans des modeles pré-cliniques de
xénogreffes en souris SCID. Néanmoins, ces inhibiteurs ont donné lieu a des essais cliniques
décevants. Dans ce contexte, nous avons démontré que la résistance intrinseque a ces
inhibiteurs est en partie due a I'activation de voies de signalisation alternatives qui résultent
de la formation de complexes de récepteurs membranaires. Nous avons ainsi montré que le
pro-NGF induit une interaction sortiline/TrkA/EphA2 et 'activation de la voie sous-jacente Src.
De plus, le laboratoire INSERM U908 a mis en évidence que le NGF induit une interaction
TrkA/CD44 et que [lactivation de la voie sous-jacente est dépendante de
p115RhoGEF/RhoA/ROCK1 (Aubert et al., 2015). Ces deux signalisations sont indépendantes
de la phosphorylation de TrkA, ce qui explique la résistance aux inhibiteurs de tyrosine kinase.
Dans la continuité de ce travail, j'ai plus précisément identifié qu'un variant de CD44 est
impliqué dans la réponse au NGF et dans le complexe membranaire formé. Ces résultats
soulignent également I'importance de ce variant dans la signalisation pro-tumorale du NGF
grace a des tests de migration et de clonogénicité. Nous avons également observé une
corrélation entre le profil PR- et la présence du complexe TrkA/CD44v. De plus, par des
délétions de domaines dans la séquence de ce variant de CD44, nous avons pu identifier deux
sous-domaines d’environ 10 résidus d’acides aminés nécessaires a l'interaction avec TrkA.
Mes travaux de thése ont ainsi permis de déterminer I'importance des complexes de
récepteurs membranaires dans la plasticité des cellules cancéreuses et suggérent que ces
nouveaux complexes impliquant TrkA pourraient étre des outils pronostics et thérapeutiques

prometteurs.

Mots clés : Cancer du sein, résistance aux traitements, TrkA, complexes de récepteurs, CD44,

EphA2.
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ABSTRACT

Tyrosine Kinase Receptors are involved in various cellular processes regulating cell growth and
they are oncogenes for numerous cancers. INSERM U908 lab highlighted the emerging role of
NGF (Nerve Growth Factor) and its precursor proNGF in breast cancer aggressiveness and
metastasis. Previous works demonstrated that inhibition of TrkA kinase activity by using K252a
or loxo-101 (Tyrosine kinases inhibitors) contributes to a significant decrease of the tumors
size in vitro or in pre-clinical model (SCID mice tumor xenograft model). Nevertheless, these
inhibitors resulted in disappointing clinical trials. In this context, we demonstrated that the
intrinsic resistance to TrkA tyrosine kinase inhibitors is in part due to the activation of
alternative pathways through the formation of membrane receptor complexes. More
precisely, we first showed that proNGF induces sortilin/TrkA/EphA2 interaction and
subsequent Src signaling pathway. The U908 unit has also showed that NGF induces
TrkA/CD44 interaction and subsequent pl115RhoGEF/RhoA/ROCK1 signaling pathways
(Aubert et al., 2015). Both signalizations are independent of TrkA phosphorylation explaining
resistance to tyrosine kinase inhibitors. During my PhD work, | hightlighted that only one CD44
variant is recruited at the membrane after NGF treatment and that only this variant could
interact with TrkA. Moreover, | pointed out the importance of this variant in NGF oncogenic
signaling through migration and clonogenic assays. We also observed that TrkA/CD44v
complex is correlated with PR- breast cancer status. Through domain deletions in the variant
sequence, we identified two major domains of about 10 amino acids for the set-up of the
interaction and synthesized two mimetic peptides targeting these sequences. Our findings
highlight the importance of membrane receptor complex in the cancer cell plasticity and

suggest that these complexes could be promising prognostic and therapeutic opportunities.

Keywords: Breast cancer, treatments resistance, TrkA, receptors complexes, CD44, EphA2.
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I. Modele d’étude : les cancers du sein

A. La glande mammaire
La glande mammaire est une glande exocrine caractéristique des mammiféres femelles
assurant la production et la sécrétion du lait. Cette glande est également présente chez les
mammiferes males sous une forme rudimentaire et généralement non fonctionnelle. La
glande mammaire femelle est un organe complexe dont les aspects morphologiques et

fonctionnels varient tout au long de la vie sous l'influence du systéeme endocrinien.

1. Développement

La glande mammaire est un organe glandulaire unique de par le fait qu’il atteint son
développement complet bien apres la naissance. Ce développement est défini par des
périodes distinctes : la phase prénatale, la croissance pubertaire, la grossesse, la lactation et
I'involution (Figure 1). Ces périodes sont strictement régulées par des interactions épithélio-
mésenchymateuses, des hormones et des facteurs de croissance. La plupart des informations
relatives au développement de la glande mammaire résultent de l'utilisation de modeles

murins étendues par analogie a 'Homme.

a. Phase prénatale

Durant la quatrieme semaine de croissance de I'embryon, il y a apparition d’une créte
mammaire qui correspond a un épaississement bilatéral et linéaire de I'ectoderme depuis
I'aisselle jusqu’a I'aine (Figure 1). Cette apparition est dictée par des signaux critiques régulant
notamment les acteurs de la voie de signalisation Wnt envoyés par le mésenchyme mammaire
sous-jacent a la créte mammaire, qui vont donner lieu a I'épithélium précoce (Robinson et al.,
1999). En retour, I'épithélium influence la maturation mésenchymateuse en permettant sa
condensation en couches de cellules riches en fibroblastes qui englobera la couche épithéliale
(Sakakura et al., 1982). Durant la sixieme semaine de croissance embryonnaire, la créte
mammaire disparait et deux bourgeons primaires persistent pour former les aréoles (Figure

1).
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Figure 1 : Développement de la glande mammaire

Durant la phase prénatale, les placodes vont se différencier pour former les ébauches des canaux
galactophores. Ces canaux sont formés d’une couche interne de cellules épithéliales traversée par une
lumiere et d’une couche externe de cellules mésenchymateuses. La glande mammaire restera dans un
état rudimentaire quiescent de la naissance jusqu’a la puberté. Les niveaux élevés d’hormones
ovariennes associés aux cycles menstruels permettent I'extension des canaux en un réseau complexe
surplombé par les unités terminales ducto-lobulaires. Ce n’est cependant qu’apres la grossesse et au
moment de la lactation que la glande mammaire sera pleinement ramifiée et que les cellules luminales
au sein des alvéoles seront différenciées en lactocytes, les cellules productrices de lait. Aprés une
période de sevrage, la glande mammaire subit I'involution marquée par I'apoptose des lactocytes.
L’involution est réversible en cas de nouvelle grossesse mais sera permanente au moment de la

ménopause.
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Ce processus de délimitation des bourgeons mammaires est également dépendant de
signaux épithélio-mésenchymateux régulant la voie Wnt. En effet, des protéines telles que
TBX3 (T-box transciption factor 3) (Jerome-Majewska et al., 2005) et BMP4 (Bone
Morphogenic Protein 4) (Cho et al., 2006) respectivement exprimées dans le mésenchyme et
dans I'épithélium exercent une action antagoniste sur I'expression des protéines de la voie
Wnt, mais sont également soutenues par les facteurs de croissance des familles FGF
(Fibroblast Growth Factors) (Veltmaat et al., 2006) et EGF (Epidermal Growth Factors) (Panchal
et al., 2007) et leurs voies de signalisations associées. La formation compléte du bourgeon
primaire définit la fin de la phase embryonnaire. Jusqu’au cinquieéme mois de grossesse,
I’ensemble de ces signaux et de leurs interactions résultent en un remodelage cellulaire précis
qui permet I'expansion des bourgeons mammaires en plusieurs masses épithéliales
(bourgeons secondaires) qui s’enfoncent dans le mésenchyme sous-jacent (Figure 1). Ces
masses épithéliales continuent de s’enfoncer dans le mésenchyme, entourées par une fine
couche de cellules fibroblastiques, formant alors 15 a 20 prolongements cylindriques qui se
dilatent a leur extrémité pour donner la matrice d’accueil des futurs canaux galactophores. La
formation de ces canaux a été montrée comme fortement dépendante au facteur de
croissance FGF2 (Ewald et al., 2008). La couche de cellules fibroblastiques qui entoure les
ébauches subit une différenciation pour donner les cellules myoépithéliales contractiles. Au
cours du septieme mois de grossesse, une lumiere se met en place dans ces prolongements
pour former les ébauches des canaux galactophores. L'acquisition de cette lumiere est liée a
des phénomenes apoptotiques orchestrés par la protéine BIM (ou BCL2L11, Bcl-2-like protein
11), une protéine pro-apoptotique de la sous-famille BH3-only (Mailleux et al., 2007). Les
extrémités des canaux subissent une différenciation trés partielle en unités lobulo-alvéolaires
(Naccarato et al., 2000). Ces ébauches d’acini régresseront dans les quatre semaines apreés la
naissance et cette régression correspond d’ailleurs a une baisse de la sécrétion de prolactine
(Russo et al., 1982). Au huitieme mois, les lumieres formées se rejoignent et débouchent au
niveau du mamelon. Les études montrent I'importance de certaines hormones telles que
I'insuline, la prolactine et I'aldostérone dans le développement feetal de la glande mammaire,
contrairement aux cestrogénes et a la progestérone qui prendront le pas dans les prochaines

phases de développement (Ceriani, 1970a, 1970b).
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b. Phase pubertaire

Ainsi, a la naissance, les structures rudimentaires de la glande mammaire sont
présentes et sont pratiquement similaires chez ’'homme et la femme (Russo et Russo, 2004).
Chez ’lhomme, la glande mammaire persistera a ce stade tout au long de la vie. Chez la femme,
une légére augmentation de la ramification des canaux galactophores et la formation de
petites unités terminales ducto-lobulaires se produisent pendant I'enfance mais ces
modifications restent tres sommaires. C'est a la puberté que le développement de la glande
mammaire s’accélére de facon significative (Figure 1). En effet, I'apparition du phénomene
d’ovulation et des cycles menstruels conduit a la libération de différentes hormones qui vont
conduire a ce développement rapide. Ces remodelages sont caractérisés par |’élongation des
canaux existants et I'embranchement en canaux secondaires aux extrémités desquelles
apparaissent des amas de petits canalicules au bout desquelles se forment les ébauches des
alvéoles. Deux types d’hormones tiennent un role majeur dans le développement de la glande
mammaire au moment de la puberté : ’'hormone de croissance (Growth Hormone) sécrétée
par I'adénohypophyse, et les cestrogénes sécrétés par les ovaires. L’hormone de croissance
meéne a la sécrétion d’IGF1 (Insulin-like Growth Factor-1) régulant la prolifération cellulaire des
cellules épithéliales (Ruan et Kleinberg, 1999). Les cestrogenes ont une action directe sur les
cellules épithéliales de la glande mammaire. Cette action est limitée au principal récepteur
aux ocestrogenes, le récepteur alpha (Era), comme I'ont montré différentes études (Feng et al.,
2007; Mallepell et al., 2006). L'activation intracellulaire de ces récepteurs met en place des
voies de signalisation conduisant a la sécrétion de facteurs de croissance. Parmi eux, on
compte des facteurs des familles de I'EGF (Coleman et al., 1988), du FGF (Lu et al., 2008) et du
TGFB (Silberstein et Daniel, 1987) qui vont alors réguler de fagcon paracrine le développement
des cellules avoisinantes, notamment les cellules souches mammaires situées dans le
compartiment basal de I'épithélium, menant donc a la prolifération et a la différenciation
(Paine et Lewis, 2017; Zolfaroli et al., 2018). Ce développement est dépendant des cycles
menstruels et peut donc étre défini par des remodelages graduels infimes mais prenant place
a chaque cycle et qui continueront jusqu’a I’age d’environ 35 ans. La puberté est également
synonyme d’augmentation significative de la taille de la glande mammaire qui est

principalement due non pas au développement des structures décrites ci-dessus mais plutét

24

© 2019 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



Thése de Romain Lévéque, Université de Lille, 2019

INTRC

a une augmentation du dép6t de tissus adipeux au sein de la glande qui formera la matrice

principale du réseaux de canaux galactophores (Russo et al., 1987).
c. Phase adulte

Le développement complet de la glande mammaire a lieu au moment de la grossesse
et de la lactation, car la glande va acquérir sa fonction principale qui est de sécréter le lait. La
grossesse est marquée par la formation de nouveaux embranchements de canalicules, le
développement de nouvelles alvéoles mais aussi la différenciation des cellules épithéliales
alvéolaires en cellules sécrétrices de lait (Figure 1). Deux hormones vont jouer un role majeur
dans cette évolution : la progestérone (Brisken et al., 1998) et la prolactine (Ormandy et al.,
1997). D’autres hormones et facteurs vont également participer tels que I'cestrogene,
I’'hormone lactogene placentaire, 'EGF, le TGFa, des facteurs paracrines sécrétées par le
stroma (Hassiotou et Geddes, 2013) mais également certaines neurotrophines (Colitti, 2015).
Durant le deuxieme trimestre de grossesse, apres la phase de développement des alvéoles,
une augmentation progressive des niveaux de prolactine conduit a la différenciation des
cellules épithéliales alvéolaires en lactocytes, permettant la synthése de lait. Ces changements
sont accompagnés d’une augmentation significative de la taille de la glande mammaire. Ainsi,
alafin de la grossesse, la glande mammaire a atteint sa maturité structurale et est capable de
produire le lait. Il reste cependant quelques modifications a apporté notamment au niveau de
la maturation du lait. En effet, trois types de lait maternel vont se succéder durant les
premieres semaines suivant I'laccouchement. Le colostrum sera présent pendant trois a cinq
jours, suivi d’un lait dit « de transition » pendant deux a trois semaines qui laissera la place au
lait mature. Cette maturation est extrémement importante pour apporter les besoins
immunologiques et nutritifs nécessaires au bon développement de I'enfant (Smilowitz et al.,
2014). L'augmentation de la synthese de lait mais également sa maturation sont liées a la
séparation du placenta lors de I'accouchement. Celle-ci provoque une diminution des niveaux
de progestérone et d’cestrogénes et donc une levée de I'inhibition de la prolactine (Pang et
Hartmann, 2007). La sécrétion de lait sera quant a elle déclenchée par les succions de I’enfant,
stimulant la sécrétion d’ocytocine qui provoquera la contraction des cellules myoépithéliales

entourant les acini (Crowley, 2015).

L'absence de demande de lait aura pour conséquence l'involution de la glande

mammaire. En effet, 'accumulation de lait va tout d’abord induire I'apoptose des cellules
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alvéolaires via lI'augmentation de facteurs pro-apoptotiques tels que SGP-2 (Sulfated
Glycoprotein-2) ou la caspase 1 (Lund et al., 1996). La disparition des cellules alvéolaires est
suivie d’'un remodelage de la glande permis par I'action des MMPs, notamment les MMPS-2,
-3 et -11 (Strange et al., 1992; Talhouk et al., 1992). Ainsi, les connections entre tissus et la
membrane basale disparaissent, ce qui permet de reformer les composants canalaires.
L’apoptose continue également pendant le remodelage tissulaire a travers I'anoikis car les
interactions entre cellules et matrice extracellulaire sont perdues (Green et Streuli, 2004). Les
alvéoles retrouvent un état quiescent jusqu’a la prochaine grossesse et un nouveau
développement alvéolaire (Hurley, 1989). Cependant, le mécanisme d’involution de la glande
mammaire devient irréversible au moment de la ménopause, correspondant aux diminutions
des taux d’cestrogenes, de progestérone et des autres facteurs impliqués dans le

renouvellement alvéolaire associé a la perte de follicules ovariens actifs.

2. Anatomie

Le sein est un organe composé d’une glande mammaire entourée de tissus adipeux, le
tout soutenu sur les muscles pectoraux par des fibres de soutien que sont les ligaments de
Cooper (Figure 2). Le sein comporte en son centre le mamelon entouré par 'aréole, formant
a eux deux la plaque aérolo-mamelonnaire. Le mamelon est cylindrique, pigmenté et séparé
de I'aréole par un sillon. Il constitue la zone ou débouchent les canaux lactiferes de la glande
mammaire (15 a 20 canaux). L'aréole comporte quant a elle des glandes sébacées, les
tubercules de Morgani, qui vont s’hypertrophier lors de la grossesse pour donner les glandes
de Montgoméry. Ces glandes sécretent une substance lubrifiante empéchant Ia
déshydratation du mamelon et de I'aréole mais aussi des composés volatils favorisant la

nutrition du nouveau-né (Doucet et al., 2009).

La glande mammaire est organisée en une vingtaine de lobes drainés par les canaux
galactophores ou canaux de premier ordre. Ces lobes sont eux-mémes composés de 20 a 40
lobules drainés par des canaux interlobulaires ou canaux de second ordre. Chaque lobule peut
contenir de 10 a 100 alvéoles, également appelés acini. L’acinus constitue |'unité sécrétrice de
base de la glande. En effet, un acinus se présente sous la forme d’une cavité arrondie drainée
par un canalicule débouchant sur un canal intralobulaire ou canal de troisieme ordre (Figure

2). Un canal de second ordre associé a un lobule forment une unité terminale ducto-lobulaire
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(UTDL). Bien qu’on ait longtemps classifié les différents types de cancers du sein selon leur
origine canalaire ou lobulaire, il est maintenant établi que cette classification n’est plus
d’actualité car la grande majorité des cancers du sein tiennent leur origine des UTDLs (Wellings

et Jensen, 1973).
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Figure 2 : Anatomie et structure de la glande mammaire

A gauche : représentation schématique d’une coupe sagittale de sein. La glande mammaire est une
masse de tissus épithéliaux entourée de tissus adipeux, le tout reposant sur les muscles pectoraux. La
glande est soutenue par les ligaments de Cooper. Elle est constituée d’une vingtaine de lobes dont les
canaux terminent au niveau du mamelon ol sera expulsé le lait maternel. L’aréole entourant le mamelon
a pour fonction principale I’hydratation du mamelon grdce a une substance lubrifiante sécrétée par les
glandes de Montgoméry (adaptée de Medical lllustrations by Patrick Lynch).

A droite : Représentation schématique d’'un lobe mammaire. Chaque lobe est constitué de 20 a 40
lobules qui se composent d’une arborescence de 10 a 100 acini (ou alvéoles). Un acinus est I'unité de base
de la production de lait et se caractérise par une lumiére entourée par les lactocytes, eux-mémes
surplombés par des cellules myoépithéliales qui provoqueront la sécrétion du lait par leur contraction
(adaptée de www.santeallaitementmaternel.com et www.humanbiologylab.pbworks.com).

La glande mammaire se compose donc d’un tissu épithélial canalaire au sein d’un tissu
conjonctif, lui-méme entouré de tissu adipeux (Figure 3). La couche épithéliale est composée
de deux couches cellulaires distinctes. La couche intérieure est composée de cellules luminales
dont certaines, les cellules composant les acini, ont la capacité de se différencier en lactocytes
pendant la lactation. La couche externe est composée de cellules myoépithéliales contractiles
qui possédent des caractéristiques propres aux cellules musculaires lisses. Sous |'action de
I'ocytocine, ces cellules myoépithéliales se contractent permettant la sécrétion de lait par les
lactocytes et son acheminement a travers les canaux galactophores. La couche myoépithéliale

repose sur la membrane basale, composée de laminine et de collagéne IV, et contiendrait des
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cellules souches mammaires bipotentes responsables de la remarquable capacité de
renouvellement et de transformation des tissus mammaires (Visvader, 2009). Le tissu
conjonctif mammaire entourant la bicouche épithéliale est un tissu richement vascularisé par
les vaisseaux sanguins, les vaisseaux lymphatiques mais aussi les fibres nerveuses. Ce tissu
peut étre divisé en deux catégories : le stroma interlobulaire entourant les UTDLs est plus
dense et contient plus de collagene que le stroma intralobulaire entourant les acini. Le stroma
intralobulaire, aussi appelé tissu palléal, est lache et on y trouve des adipocytes, des

fibroblastes, des lymphocytes ou encore des macrophages (Arendt et al., 2010).

P

) T,
ulaire ‘Q ¥
S

Figure 3: Histologie de la glande mammaire

A gauche : Lobe mammaire post-pubertaire hors lactation. Chaque lobe est délimité par du tissu
conjonctif et baigne dans le tissu adipeux (adipocytes que I’'on peut voir sur la coupe). Au sein du lobe,
on trouve plusieurs lobules (délimités par des pointillés) qui sont entourés par le stroma interlobulaire
dense.

A droite : Agrandissement d’un lobule mammaire. Le lobule est composé d’acini baignant dans le
stroma intralobulaire ldche. Un acinus se caractérise par la présence d’une assise de cellules épithéliales
concentrique, surplombée par la lame basale et les cellules myoépithéliales (adaptée de
www.proteinatlas.org)
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B. Le cancer du sein
Le cancer du sein est un enjeu médico-social majeur en France car particulierement
fréquent et malheureusement toujours mortel chez les femmes. C'est une maladie dans
laquelle de trés nombreux facteurs sont impliqués permettant le déreglement du
fonctionnement normal des cellules et leur développement anarchique. Cest ce

développement anarchique des cellules qui sera a I'origine du cancer.

1. Epidémiologie

Le cancer du sein est le cancer le plus diagnostiqué et la premiére cause de déces par
cancer chez les femmes dans le monde. En effet, selon les chiffres les plus récents, on estimait
a plus de 2 millions le nombre de nouveaux cas (soit 24,2 % de tous les cancers chez les
femmes) et a environ 620 000 le nombre de décés (soit 15 % de tous les déces par cancer chez
les femmes) en 2018 (GLOBOCAN 2018 (Global Cancer Observatory, 2018)). Avec pres de
60 000 nouveaux cas estimés en France en 2018, le cancer du sein est le deuxiéme cancer le
plus fréquent en France et s’éleve a la premiere place chez la femme que ce soit en France
mais aussi dans le monde. C'est également le cancer le plus mortel chez la femme, avec plus
de 13 000 déces estimés en France en 2018, ce qui représente pres de 20 % des déces féminins
par cancer (Jéhannin-Ligier et al., 2017). Etant beaucoup plus rare chez ’'homme ou il ne
représente qu’environ 1 % des cas, le cancer du sein reste tout de méme responsable de pres
de 8 % de I'ensemble des décés par cancer, tous sexes confondus. La France se situe au
huitieme rang parmi les pays de I’'Union Européenne ayant le plus haut niveau d’incidence et

au dixieme rang en termes de mortalité (INCa, Les cancers en France - Editions 2017, 2018).

Le dépistage organisé du cancer du sein a été généralisé en France en 2004 et peut
expliquer en partie les évolutions en termes d’incidence et de mortalité. En effet, le taux
d’incidence de ce cancer a fortement augmenté entre 1980 et 2005 (+ 1,7 % par an en
moyenne) puis a diminué entre 2005 et 2012 a raison de - 1,5 % par an (56,3 cas pour 100 000
personnes-années en 1980, 97,8 en 2005 et 88,0 en 2012) (Figure 4). Cette diminution décrite
dans plusieurs pays occidentaux, concernerait principalement les femmes de 50-69 ans
(Molinié et al., 2014). Parmi les facteurs qui pourraient expliquer cette baisse, la saturation du
dépistage et I'arrét progressif de la prescription des traitements hormonaux de la ménopause

(THS) ont été avancées. Les THS, Traitements Hormonaux de Substitution, aussi appelés
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traitement hormonal de la ménopause, permettent de remplacer les hormones (cestrogene
et/ou progestérone) qui ne sont plus produites naturellement par les ovaires aprées la
ménopause. Ce traitement vise a soulager les symptémes de la ménopause et protéger
contre la perte de densité osseuse (ostéoporose). Les effets carcinogénes des THMs ont été
décrits en 2002 (Rossouw et al., 2002) et ces molécules ont été classés comme carcinogénes
en 2005 par I'OMS (Organisation Mondiale de la Santé), menant a l'arrét de leur
prescription. Suite a cette diminution du taux d’incidence jusqu’en 2012, on constate une
augmentation du taux d’incidence estimé sur les derniéres projections de 2017. Selon ces
estimations, le taux d’incidence de 2017 dépasserait méme celui de 2005 passant de 97,8 a
100,5 (Jéhannin-Ligier et al., 2017). L’évolution de l'incidence des cancers du sein est
complexe a analyser car influencée a la fois par les pratiques de prise en charge et les facteurs
de risque mais on pourrait cependant expliquer cette augmentation en majeure partie par le

dépistage et en moindre proportion par I'augmentation de la population et son vieillissement.
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Figure 4 : Tendance chronologique des taux d’incidence et de mortalité du cancer du sein en France

Taux exprimés en nombre de femmes pour 100 000 femmes —années (adaptée de Estimation nationale
de I'incidence et de la mortalité par cancer en France entre 1980 et 2012, Réseau Francim, HCL, InVS,
INCa, 2013). Les pointillés représentent des projections.
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Figure 5 : Taux d’incidence et de mortalité par age pour le cancer du sein en France en 2012

Taux exprimés en nombre de femmes pour 100 000 femmes —années (adaptée de Estimation nationale
de l'incidence et de la mortalité par cancer en France entre 1980 et 2012, Réseau Francim, HCL, InVS,
INCa, 2013).

Le taux de mortalité est resté globalement stable jusqu’au début des années 2000
(environ 20 décés pour 100 000 personnes-années), puis a baissé de maniere réguliere
(diminution d’environ 1,4 % par an jusqu’en 2012, 15,7 pour 100 000 femmes) (Figure 4). Les
dernieres estimations disponibles prévoient d’ailleurs une poursuite de la diminution de la
mortalité avec un taux de mortalité qui atteindrait 13,9 pour 100 000 femmes en 2017 (INCa,
2018). Ces chiffres encourageants sont trés certainement liés a la politique de dépistage
précoce ainsi qu’aux progres réalisés dans la prise en charge thérapeutique. Le cancer du sein
est un cancer de bon pronostic car la survie nette a 5 ans est estimée a 87 % pour les femmes
diagnostiquées entre 2005 et 2010. Cette survie nette a 5 ans s’est également améliorée ces
derniéres années car elle était de 80 % pour les femmes diagnostiquées entre 1989 et 1993.
Ces données sont standardisées pour toutes les classes d’age mais la survie est bien différente
en fonction de I'dge des patientes. En effet, prés de 71 % des déces par cancer du sein
survenant chez les femmes de 65 ans et plus, la survie nette a 5 ans chez les femmes de 45 a
74 ans est plus élevée (93 %). Dans le méme sens, elle est de 90 % chez les femmes de 15 a 44

ans mais chute a 76 % chez les femmes de plus de 75 ans. Ceci est nettement visible sur les
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taux d’incidence et de mortalité par classe d’age (Figure 5). De plus, cette survie est également
différente selon le stade plus ou moins avancée de la maladie. Ainsi, les taux de survie a 5 ans
pour les patientes diagnostiquées entre 1999 et 2005 sont de 98,3 % pour le stade local et de
83,5 % pour le stade régional (envahissement ganglionnaire) contre 23,3 % pour le stade
métastasique (Noone et al., 2018). Ceci confirme la nécessité d’une détection précoce de ce

cancer et I'importance de la mise en place du dépistage organisé en France.

2. Etiologie et facteurs de risque

Comme indiqué dans la partie précédente, les cancers du sein touchent principalement
les femmes d’un certain age. Il existe cependant de nombreux autres facteurs de risques,
c’est-a-dire un comportement, une substance ou un état qui accroit le risque d’apparition d’un
cancer, pouvant étre corrélés au cancer du sein (Figure 6). On peut classer ces facteurs de
risque en trois grandes catégories : les facteurs liés directement au statut hormonal, ceux liés
au mode de vie et aux facteurs environnementaux et enfin ceux liés a I'histoire familiale et

aux facteurs génétiques.

a. Statut hormonal et condition des seins

Environ deux cancers du sein sur trois sont hormono-dépendants (Viale, 2012). lls
présentent donc une dépendance aux hormones que sont les cestrogénes et la progestérone.
Les effets carcinogénes des cestrogenes pourraient étre dus a deux mécanismes (Yue et al.,
2013). D’abord, leur signalisation active, via les récepteurs aux cestrogenes, module
I’expression de certains genes et augmente la prolifération, ce qui conduirait a une plus forte
chance de mutations lors des phases de réplication de I’ADN. Ensuite, un mécanisme
indépendant des récepteurs peut également expliquer les effets carcinogenes des
cestrogenes. En effet, I'cestradiol, le principal membre des cestrogénes, peut étre métabolisé
par des enzymes de type cytochrome P450 au sein du tissu mammaire, résultant en la
formation de catécholes. Ces catécholes peuvent ensuite étre métabolisés pour donner des
quinones qui peuvent provoquer des dommages a I’ADN (Cavalieri et al., 2006). L’exposition
prolongée aux cestrogenes serait donc un facteur de risque important dans le cancer du sein.
Ainsi, nombreuses sont les situations modifiant le statut hormonal qui sont considérées
comme facteurs de risques. Les régles précoces (avant I’dge de 12 ans) sont considérées

comme un facteur de risque (Titus-Ernstoff et al., 1998) mais une étude prenant en compte
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les différents sous-types moléculaires du cancer du sein, est venu contredire les anciens
résultats (Li et al., 2013). Malgré cela, les regles précoces restent un facteur de risque avéré
probablement d{i a une exposition prolongée aux hormones sexuelles. De la méme facon, ne
pas porter d’enfants, I'absence d’allaitement, la grossesse tardive (apres 30 ans) et une
ménopause tardive (apres 55 ans) augmentent le risque de développer un cancer du sein (Sisti
et al., 2016). De maniere intéressante, il semblerait que ces facteurs soient différentiellement
corrélés en fonction du type de cancer du sein. Par exemple, I'allaitement semble avoir un
effet protecteur vis-a-vis des cancers du sein triple-négatifs mais pas des autres types de
cancer (Millikan et al., 2008). Par ailleurs, il semblerait que le risque de générer un cancer du
sein augmente pendant une courte période apres un accouchement, ce qui peut étre expliqué
par les importantes transformations ayant lieu pendant I'involution des tissus lactogenes. La
prise de contraceptifs et de médicaments contenant des hormones sexuelles est également
considérée comme un facteur de risque. Parmi ces médicaments, les THS ont montré une
augmentation nette des risques de cancer du sein chez les utilisatrices récentes, risque qui
décroit avec I'arrét de leur utilisation (Tamimi et al., 2012). Les contraceptifs oraux contenant
des cestrogénes sont également considérés comme facteurs de risques si |'utilisation est
récente (inférieure a 5 ans) et prolongée (plus de 15 ans d’utilisation) (Beaber et al., 2014).
Les contraceptifs a base de progestérone ne semblent pas présenter de risques (Samson et
al., 2016) bien que les contraceptifs a base d’cestrogénes et de progestérone combinés
augmentent le risque. Toujours lié a I'exposition aux hormones sexuelles, la taille importante
et une forte densité des seins sont également des facteurs de risque (Boyd et al., 1998). La
densité correspond a la place occupée par I'épithélium et le stroma mammaire par rapport
aux tissus adipeux. Ainsi, on imagine bien que la taille et la densité des seins sont influencées
par la quantité d’cestrogenes qui sont a |'origine de la prolifération et du développement des
tissus mammaires. Enfin, certains problemes bénins sont considérés comme des facteurs de

risque tels que des abceés, des kystes ou encore des hyperplasies atypiques (Tice et al., 2013).

b. Mode de vie et facteurs environnementaux

Le mode de vie et I'exposition a certains facteurs extérieurs vont avoir un impact
important sur les risques de cancer du sein. En effet, il a été montré que les femmes en
surpoids et obéses (IMC > 25) ont plus de risques de générer un cancer du sein que les femmes

n’ayant pas de surpoids (Neuhouser et al., 2015). De plus, ces patientes ont plus de risques de
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générer un type particulier de cancer du sein plus agressif (Biglia et al., 2013). Ce risque serait
lié a I’'hyperinsulinémie résultant de I'excés de poids. En effet, une forte concentration en IGF
(Insulin Growth Factor) provoque une diminution des niveaux de SHBG (Sex Hormone Binding
Globulin) menant donc a une augmentation des niveaux d’oestrogenes. L'exces de poids
conduirait également a la diminution des niveaux d’adiponectine, une protéine montrée
comme pouvant inhiber la croissance tumorale (Macis et al., 2014), mais également
directement sur les niveaux d’cestrogénes car les tissus adipeux sont capables de produire des
cestrogenes (Nelson et Bulun, 2001). Enfin, le surpoids joue également sur les niveaux de
cholestérol qui vont alors augmenter. Ce haut niveau de cholestérol perturberait la
signalisation cellulaire en s’insérant dans les membranes lipidiques mais il a également été
montré que le 27-hydroxycholestérol (27HC), un métabolite du cholestérol, pouvait agir en
tant qu’cestrogene (Nelson et al., 2014). Ainsi, la consommation de régimes riches en graisses
et protéines animales est considérée comme un facteur de risque du cancer du sein
(Grasgruber et al., 2018). La pratique d’une activité physique réguliére décroit le risque d’avoir
un cancer du sein en diminuant les effets du surpoids. L’activité physique permet la diminution
de la production d’'IGF, la diminution des tissus adipeux (et donc d’oestrogénes) mais aussi
I"'augmentation de SHBG (Gongalves et al., 2014). La consommation d’alcool augmente les
risques de cancer du sein (Scoccianti et al., 2014). En effet, des carcinogenes tels que
I'acétaldéhyde ou le benzene sont retrouvés dans les boissons alcoolisées ou peuvent étre
générés par le métabolisme de I'alcool (Lachenmeier et al., 2012). L’alcool peut perturber les
niveaux d’cestrogénes en impactant sur le métabolisme hépatique des cestrogenes mais
également en augmentant la conversion d’androgenes en ocestrogénes (Purohit, 2000).
L’alcool peut aussi supprimer certaines fonctions immunitaires, augmenter la prolifération
cellulaire, inhiber la réparation de ’ADN et promouvoir la migration et I'invasion cellulaire. La
consommation de tabac n’a été que récemment identifiée comme facteur de risque du cancer
du sein (National Center for Chronic Disease Prevention and Health Promotion (US) Office on
Smoking and Health, 2014). L'exposition a des facteurs environnementaux tels que certains
pesticides (dichlorodiphényltrichloroéthane (DDT) et dichlorodiphényldichloroéthyléne
(DDE)) ou encore une forte exposition aux émissions de gaz de circulation pendant la grossesse
augmentent les risques de cancer du sein (Dumalaon-Canaria et al., 2014). Enfin, I'exposition
a des radiations ionisantes notamment pour les soins relatifs a des lymphomes de Hodgkins,

augmente également les risques de cancer du sein (Dores et al., 2010).

34

© 2019 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



Thése de Romain Lévéque, Université de Lille, 2019

INTRODUCTIOI

c. Histoire familiale et facteurs génétigues

Les risques d’avoir un cancer du sein sont trois fois plus élevés siI’'on possede un parent
ayant eu un cancer du sein (Goldgar et al., 1994). Cette forte augmentation du risque peut
étre expliquée a la fois par des modes de vie similaires au sein d’'une méme famille mais
également par des facteurs génétiques. En effet, on estime qu’environ 10 % des cancers du
sein peuvent étre attribués a une mutation génétique héréditaire. lls sont majoritairement
dus a des mutations touchant les genes BRCA1 et 2 (Breast Cancer 1 et 2), des genes impliqués
dans la réparation de 'ADN. Une mutation dans I'un ou I'autre géne augmente les risques de

cancer du sein par dix (Chen et al., 1999).
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Figure 6 : Les facteurs de risque du cancer du sein

Certains facteurs de risque sont peu ou pas contrélables tels que I’Gge ou les mutations héréditaires.
D’autres sont en revanche contrélables et ceux-ci montrent I'importance d’adopter un mode vie sain
afin de réduire les risques de cancer du sein.

D’autres mutations génétiques sont corrélées a une augmentation des risques de
cancer du sein telles que des mutations touchant les génes P53, PTEN, ATM, BRIP1 ou encore

CHEK2 (Rojas et Stuckey, 2016).

35

© 2019 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



Thése de Romain Lévéque, Université de Lille, 2019

INTR(

3. Origine cellulaire du cancer du sein

Le cancer est une maladie caractérisée par la présence de cellules anormales se
divisant de fagon excessive et anarchique, qui ne sont pas coordonnées avec les autres tissus
et qui ne répondent pas aux mécanismes de régulation physiologiques. Les cellules saines vont
acquérir des capacités et des mécanismes spécifiques permettant un passage vers leur
condition tumorale. Le nombre de ces capacités et mécanismes est trés vaste mais en 2000,
dans une volonté de simplifier la compréhension de la condition tumorale, Hanahan et
Weinberg définirent six caractéristiques distinctes et complémentaires permettant la
croissance tumorale ainsi que la dissémination métastatique qu’ils appelerent les
« hallmarks » du cancer (Hanahan et Weinberg, 2000). Ainsi, une cellule tumorale peut
acquérir une prolifération chronique, échapper aux suppresseurs de croissance, résister a la
mort cellulaire, acquérir une immortalité réplicative, induire I'angiogenése, et enfin activer
I'invasion et le processus métastatique. De nouveaux parametres vinrent s’ajouter a cette
définition et en 2011, les deux auteurs s’efforcérent de mettre a jour leurs précédentes
conclusions en ajoutant quatre autres « hallmarks » indispensables a la transformation
tumorale (Hanahan et Weinberg, 2011). Cependant, ils firent la distinction entre deux
caractéristiques permettant I'acquisition des autres « hallmarks » et deux caractéristiques
émergentes et prometteuses dans le domaine des caractéristiques propres a la tumorigenése.
Ainsi, I'instabilité génomique et I'inflammation en faveur de la tumeur permettent, toujours
selon Hanahan et Weinberg, '’émergence du cancer, tandis que la plasticité et I'amplification
du métabolisme énergétique ainsi que I'échappement a la réponse immunitaire viennent
s’ajouter comme capacités tumorales. Un total de dix « hallmarks » a donc été défini mais la
nouvelle génération de « hallmarks » a soulevé une différence entre les capacités tumorales
et les caractéristiques permettant I'acquisition de ces capacités tumorales et qui sont donc a
I’origine du cancer. Plusieurs études ont d’ailleurs tenu a revisiter les conclusions de Hanahan
et Weinberg en simplifiant ou en limitant la définition des « hallmarks » (Fouad et Aanei, 2017;
Horne et al., 2015). Au vu des dernieres publications, on peut avancer que la transformation
tumorale est due a I'acquisition de huit « hallmarks » (Figure 7) et que les transformations
nécessaires a l'acquisition de ces capacités pro-tumorales sont le résultat d’altérations
génétiques et/ou épigénétiques sporadiques ou, plus rarement héréditaires (Zhang et al.,

2017).
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Figure 7 : Les huit « Hallmarks » du cancer

(adaptée de Hanahan et Coussens, 2012).

Les altérations génétiques représentent les modifications de la séquence d’ADN telles que
des mutations ponctuelles ou des délétions tandis que les modifications épigénétiques
représentent les modifications de I'expression génique sans modification de la séquence
d’ADN (Karsli-Ceppioglu et al., 2014; Mulligan, 2018; Virani et al., 2012). Un autre aspect
important a l'origine du cancer est la participation du microenvironnement tumoral qui va
mener a l'acquisition des « hallmarks » en influencant a la fois sur l'instabilité génétique et
épigénétique mais aussi en promouvant certaines voies de signalisation propres a la
tumorigenése tout au long de la progression tumorale (Hanahan et Coussens, 2012; Hanahan
et Weinberg, 2011; Soysal et al., 2015). Ainsi, I'’émergence d’un cancer du sein sera
majoritairement due a I'acquisition de caractéristiques pro-tumorales (« hallmarks ») causée
par I'instabilité génomique, I'épigénétique et I'influence du microenvironnement tumoral. Ces
trois aspects permettant la tumorigenése mammaire sont eux-mémes sous l'influence des

facteurs de risque précédemment développés (Figure 8).
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Les facteurs de risque propres a chaque cancer favorisent les altérations épigénétiques, génétiques et
le microenvironnement tumoral, les trois facteurs principaux responsables de I’acquisition des
caractéristiques tumorales (« Hallmarks ») (adaptée de Fouad et Aanei, 2017).

Figure 8 : Les origines du cancer

Les altérations vont toucher deux grands types de génes : les oncogenes et les génes
suppresseurs de tumeurs. L'activation d’'un oncogene favorise le développement du cancer
tandis que c’est l'inactivation des génes suppresseurs de tumeurs qui favorise le

développement du cancer (Spandidos, 2007).

a. Altérations génétiques

L'amélioration des technologies haut-débit telles que les séquencages nouvelle-
génération (Next-Generation Sequencing : NGS) et les analyses génomiques a large échelle par
microarrays ont considérablement contribué a l'identification des changements génomiques
et épigénomiques dans de nombreux types de cancers (Garraway et Lander, 2013; Lee et al.,
2016; Nakagawa et Fujita, 2018). Différentes études ont étudié le génome entier de nombreux
échantillons de cancer du sein et ont pu en détacher certains genes fortement impliqués dans
la tumorigénese mammaire (Goncalves et al., 2014; Nik-Zainal et al., 2016; Shiovitz et Korde,
2015). Ces études permettent également de découvrir de plus en plus de génes moins souvent
retrouvés dans I'ensemble des cancers du sein mais tout aussi importants pour notre
compréhension des mécanismes moléculaires menant au cancer du sein. Dans le cas du cancer

du sein, deux types d’altérations génétiques peuvent se produire :
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Le premier type d’altérations génétiques est la modification du nombre de copie de genes
soit par amplification/délétion, soit par réarrangement chromosomique (Ciriello et al., 2013).
En effet, les aberrations du nombre de copies (CNA) vont étre responsables de 85 % des
variations d’expression détectées dans les tumeurs du sein (Curtis et al., 2012; Srihari et al.,
2016). Parmi les génes impliqués dans le développement du cancer du sein les plus touchés
par des CNAs, on compte des oncogenes impliqués dans différentes étapes de la signalisation
des facteurs de croissance tels que HER2 (Slamon et al., 1987; Staaf et al., 2011), EGFR (Park
et al., 2014) et PIK3CA (Firoozinia et al., 2014) mais aussi FOXA1, un oncogéne impliqué dans
le remodelage de la chromatine (Katoh et al., 2013). Des genes suppresseurs de tumeur vont
également voir leur expression diminuée par des CNAs. lls peuvent étre impliqués dans la
régulation du cycle cellulaire comme c’est le cas de PTEN (Feilotter et al., 1999) et RB1 (Bieche
et Lidereau, 2000) ou encore dans le remodelage de la chromatine comme par exemple MLL3

(Rabello et al., 2013).

Le deuxieme type d’altérations génétiques qui peut toucher les génes impliqués dans le
développement du cancer du sein est la mutation (Stephens et al., 2012). Ces mutations
peuvent toucher les cellules germinales et donc étre héréditaires mais elles sont la plupart du
temps somatiques et ne se transmettent donc pas a la descendance (Sheikh et al., 2015). Ces
mutations peuvent étre des mutations non-sens, des mutations faux-sens ou encore des
mutations de type indel (insertion/délétions). Elles sont principalement observées dans des
génes suppresseurs de tumeurs et résulteront en une perte de fonction du géne (Morganella
et al., 2016). On estime que 30 % des cancers du sein sont familiaux et que seulement 10-15
% sont dus a des mutations héréditaires (Lalloo et Evans, 2012). Ces mutations héréditaires
ont été classées en trois catégories selon les risques de générer un cancer du sein : les génes
de haut risque, de moyen risque et de faible risque. Parmi les génes de haut risque, on trouve
les genes BRCA1 et BRCA2 mais aussi des genes associés a des syndromes génétiques rares
tels que le syndrome de Cowden lié a des mutations dans le géne PTEN, le syndrome de Li-
Fraumeni causé par des mutations dans le gene TP53 ou encore le syndrome de Peutz-Jeghers
causé par des mutations dans le géne STK11 (Ellsworth et al., 2010; Stratton et Rahman, 2008).
Le nombre de mutations somatiques ainsi que les genes touchés varient considérablement
entre chaque tumeur (Stephens et al., 2012) et il est donc difficile d’établir un profil précis des

génes les plus touchés par ces mutations dans le cancer du sein. Les genes touchés sont
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impliqués dans de nombreux processus cellulaires différents tels que I'apoptose, la régulation
du cycle cellulaire, la signalisation des facteurs de croissance ou encore la régulation de la
transcription. Parmi la liste impressionnante de génes retrouvés dans les études, on retrouve
principalement BRCA1/2, RB1, TP53, PTEN, AKT1, CDH1, GATA3 et PIK3CA (The Cancer
Genome Atlas Network, 2012).

Familiaux
30 %

Autres
70 %

Faible risque (5 %)
CASP8, FGFR2, TNRC9, MAP3K1

Haut risque (22 %)
BRCA1/2, TP53, PTEN

Moyen risque (3 %)
CHEK2, BRIP1, ATM, PALB2

Figure 9 : Les altérations génétiques dans le cancer du sein

La majorité des cas de cancers du sein sont considérés comme sporadiques car ne présentent pas
de lien avec une histoire familiale fortement liée au cancer du sein. Une partie des cancers du sein
familiaux ont été associés a des génes dont les altérations génétiques sont synonymes de haut,
moyen et bas risque de développer un cancer du sein (adaptée de Ellsworth et al., 2010)

Voici une description des génes les plus dérégulés dans les cancers du sein selon le rapport

le plus récent du Cancer Genome Atlas (The Cancer Genome Atlas Network, 2012):

e BRCA1 et BRCA2 : Localisés respectivement en 17922 et 13g12-13. On estime que
3 a 8 % des cancers du sein sont concernés par les mutations de BRCA1 et/ou
BRCA2 (Brody et Biesecker, 1998). BRCA1 est le premier géne de haut risque a avoir
été découvert en 1994 (Hall et al., 1990; Miki et al., 1994) suivi de BRCA2 en 1995
(Wooster et al., 1995, 1994). Une femme porteuse de BRCA1 muté présente un

risque de développer un cancer du sein estimé a 70-80 % contre 50-60 % pour
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BRCA2 muté (Roy et al., 2011). Les cancers du sein BRCA1 et BRCA2 surviennent
chez des femmes plus jeunes que pour les autres cancers du sein (Kuchenbaecker
et al., 2017). Ce sont tous les deux des génes suppresseurs de tumeur qui sont
impliqués dans la maintenance de I'intégrité du génome grace notamment a leur
role dans la réparation de I’ADN a travers I'exécution de la réparation des cassures
double-brin par recombinaison homologue (O’Donovan et Livingston, 2010). De
plus, ils sont impliqués dans le contréle des points d’acces dans le cycle cellulaire,
la régulation de processus mitotiques ou encore l'intégrité de la chromatine
(Filippini et Vega, 2013; Kalb et al., 2014) . Les cancers du sein BRCA1 et BRCA2 sont
de mauvais pronostic car peu différenciés et la plupart du temps invasifs (Honrado
et al., 2006). Par ailleurs, les mutations BRCA2 sont plus présentes chez les
hommes atteints d’un cancer du sein (Ruddy et Winer, 2013).

e PIK3CA : Localisé en 3g26. On estime que 8 a 40 % des cancers du sein sont
concernés par les mutations de PIK3CA (Levine et al., 2005). Ces mutations
touchent en grande majorité les exons 9 et 20 du géne codant respectivement pour
le domaine hélice et le domaine kinase de la sous unité catalytique p110a de la
kinase PI3K. L’activation de la PI3K est critique pour la survie cellulaire, la
prolifération, la différenciation ou encore la migration cellulaire (Klarenbeek et al.,
2013). En effet, cette protéine joue un role central dans la signalisation de
nombreux facteurs de croissance a travers les voies de 'EGFR, HER2, Met ou
encore FGFR (Dirican et al., 2016; P. Liu et al., 2009). Suite aux mutations de
PI3KCA, l'interaction inhibitrice entre les sous unités p110a et p85 est bloquée ce
qui va provoquer un gain de fonction de la PI3K (Miled et al., 2007). Les mutations
PIK3CA ont été corrélées avec |'expression des ER et PgR (Pang et al., 2014), et sont
synonymes de cancers moins agressifs (Gonzalez-Angulo et al., 2009; Kalinsky et
al., 2009; Lopez-Knowles et al., 2014; Pérez-Tenorio et al., 2007).

e ERBB2 (ou HER2): Localisé en 17g12. On estime que 18 a 20 % des cancers du sein
sont concernés par une surexpression d’ERBB2 majoritairement due a une
amplification génique (Owens et al., 2004; Slamon et al., 1987). Des mutations
activatrices ont été reportées de facon rare (1,6 a 2 %) (Bose et al., 2013; COSMIC,
Catalogue of somatic Mutations in Cancer, 2018). ERBB2 fait partie de la famille

des récepteurs tyrosine kinase EGFR. L’activation des récepteurs tyrosine kinase
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est induite par homo- ou hétérodimérisation des récepteurs apres fixation de leur
ligand. Le récepteur ERBB2 a la particularité d’étre « sourd », c’est-a-dire qu’on ne
lui connait pas, a ce jour, de ligands connus. Cependant, il est le partenaire de
dimérisation préférentiel pour I'ensemble des récepteurs de la famille EGFR et
cette hétérodimérisation avec ERBB2 amplifie grandement la signalisation sous-
jacente (Graus-Porta et al., 1997). De plus, la forte concentration en récepteur
ERBB2 a la surface des cellules surexprimant celui-ci peut conduire a son
homodimérisation indépendamment de la présence de ligand (Schulz et al., 2014).
Ainsi, I'activation de I'activité tyrosine kinase d’ERBB2 va mener a |’activation de
multiples voies de signalisations sous-jacentes, incluant les voies PI3K/AKT et
RAS/RAF/MAPK impliquées dans la prolifération cellulaire, la survie, I'angiogenése
ou encore l'invasion (Dittrich et al., 2014). HER2 peut également interagir avec
d’autres partenaires que les récepteurs de la famille EGFR comme ER ou AR, ce qui
pourrait expliquer la résistance a certains traitements dans le cancer du sein (Chia
et al., 2011; Giuliano et al., 2013; Naderi et Hughes-Davies, 2008). Les cancers du
sein surexprimant ERBB2 sont classés comme sous-type particulier dans la
classification moléculaire des cancers du sein et bénéficient de traitements ciblant
spécifiguement ERBB2 et ses partenaires (développés dans la partie thérapies du
cancer du sein). Les cancers du sein HER2+ sont considérés comme agressifs et
sujets a récurrence (Weigelt et al., 2010b).

e TP53: Localisé en 17p13. On estime que le gene suppresseur de tumeur TP53 est
altéré dans 20 a 40 % des cancers du sein dépendant de la taille de la tumeur et du
grade de la tumeur (Bgrresen-Dale, 2003). La majorité de ces altérations (environ
70 %) sont des mutations faux-sens (Petitjean et al., 2007). L'implication de TP53
dans le développement du cancer du sein fut découverte lorsqu’'une mutation
germinale dans ce gene fut associée au syndrome de Li-Fraumeni (Malkin et al.,
1990). Les patients atteints par le syndrome de Li-Fraumeni ont un risque accru de
développer plusieurs cancers, le plus fréquent étant le cancer du sein. Cependant,
la plupart des altérations de TP53 observées dans les cancers du sein sont d’origine
somatique (Olivier et al., 2006). La protéine codée P53 a pour role le maintien de
la stabilité génétique de la cellule en réponse a différents stress cellulaires. En

effet, en absence de stress, la protéine P53 est dégradée dans la cellule. En
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présence de stress cellulaire, son absence de dégradation lui permet de remplir
son role de facteur de transcription et d’induire I'arrét du cycle cellulaire,
I'apoptose, la sénescence, la réparation de ’ADN ou de maniére plus générale, un
changement de métabolisme, en fonction du contexte cellulaire (Lacroix et al.,
2006). Ainsi, une dérégulation du réle de « gardien du génome » de la protéine
P53, par perte de fonction mais aussi gain de fonction, conduit a un
développement des cellules cancéreuses (Gasco et al.,, 2002; Walerych et al.,
2012). Les cancers du sein présentant des altérations dans le gene TP53 sont
associés a un mauvais pronostique et semblent étre préférentiellement de type
hormono-indépendants (Bertheau et al., 2013).

e PTEN : Localisé en 10g23. On estime que 4 a 60 % des cancers du sein sont
concernés par une diminution d’expression du gene suppresseur de tumeur PTEN
(Igbal et al., 2012; S. Li et al., 2017). La majorité de ces baisses d’expression est
attribuée a la délétion du géne ou encore a des régulations épigénétiques (Bose et
al., 1998; Zhang et al., 2013). En effet, ce géne n’est retrouvé muté que dans 5 %
des cancers du sein ; certaines de ces mutations sont spécifiques du syndrome de
Cowden (Kechagioglou et al., 2014). PTEN est une phosphatase jouant un role dans
de nombreux processus cellulaires tels que la croissance, la prolifération, la survie
et la maintenance de l'intégrité génomique. Cette protéine a pour fonction la
déphosphorylation de PIP3 en PIP2 a la membrane cellulaire, ce qui inhibe
I'activation d’AKT et des voies sous-jacentes. Ainsi, une diminution de I'activité de
PTEN conduit a I'amplification de la voie oncogénique PI3K/AKT (Simpson et
Parsons, 2001). La baisse d’expression de PTEN a été corrélée avec un phénotype
agressif de cancer du sein et a la surexpression d’'HER2 (Lebok et al., 2015).

e MYC: localisé en 8g24. On estime qu’environ 15 % des cancers du sein sont
concernés par une amplification du géne MYC (Deming et al., 2000) et une
amplification des niveaux de la protéine correspondante a été reportée dans
environ 40 % des cas (Chrzan et al., 2001), indiguant une part importante des
régulations transcriptionnelles et traductionnelles. MYC est un des facteurs de
transcription les plus influents, régulant prés de 15 % des genes humains, et est
donc impliqué dans de nombreux processus cellulaires comme la croissance

cellulaire, la prolifération, le métabolisme, la différenciation ou encore I'apoptose
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(Dang et al., 2006). Celui-ci fonctionne en hétéromere avec son partenaire MAX
pour agir comme facteur de transcription sur certaines séquences promotrices
(box-E element). Une amplification de MYC est synonyme de cancer du sein de
mauvais pronostique (Aulmann et al., 2006; Robanus-Maandag et al., 2003).

e RB1 :localisé en 13g14. Des aberrations chromosomiques ainsi que des mutations
ponctuelles du gene RB1 ont été reportés pour environ 20 a 30 % des cancers du
sein (Bieche et Lidereau, 2000; Bosco et Knudsen, 2007). La protéine RB fonctionne
principalement comme cofacteur transcriptionnel en fixant les domaines de
transactivation des protéines E2Fs et régule donc le cycle cellulaire. Cependant, RB
peut également recruter des facteurs de régulation de la chromatine comme les
histones désacétylases ou méthylases pour réprimer I’expression de certains génes
impliqués dans la prolifération, la différenciation ou encore I'apoptose (laquinta et
Lees, 2007; Morris et Dyson, 2001). Ainsi, dans son état inactif, la protéine RB
hypophosphorylée fixe le facteur de transcription E2F et limite I'expression de
geénes requis pour la progression du cycle cellulaire. Sa phosphorylation par des
kinases dépendant des cyclines va conduire a I'entrée en phase S (Buchkovich et
al., 1989). La perte de fonction de RB conduit donc a une amplification du cycle
cellulaire (Burkhart et Sage, 2008; Witkiewicz et Knudsen, 2014). Les cancers du
sein marqués par une perte de RB1 sont de mauvais pronostique mais sont aussi
associés au sous-type basal-like (Ertel et al., 2010; Herschkowitz et al., 2008).

e (CDH1: Localisé en 16g22.1. On estime que 80 % des cancers du sein de type
lobulaires présentent une perte d’expression d’E-cadhérine, la protéine codée par
le géne CDH1. Cette perte d’expression a été associée a des mutations, des pertes
d’hétérozygotie mais surtout a des régulations épigénétiques telles qu’une
hyperméthylation du promoteur de CDH1 (van der Post et al., 2015; Sarrié et al.,
2003; Tan et al, 2015). L'E-cadhérine est une protéine d’adhésion
transmembranaire dépendante du calcium. Sa perte d’expression est liée a 'EMT,
considérée comme un processus clé de l'agressivité tumorale et de l'invasion
cellulaire. Les cancers du sein présentant une perte d’expression de I'E-cadhérine
sont la plupart du temps de mauvais pronostique car peu différenciés et invasifs

(Horne et al., 2014; Wong et al., 2018).
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b. Altérations épigénétiques

Bien que pendant longtemps, la majorité des études portant sur les causes du cancer
du sein se soient intéressées aux altérations de la séquence d’ADN, les altérations
épigénétiques se sont récemment imposées comme des facteurs clés dans le développement
du cancer du sein (Dworkin et al., 2009; Pasculli et al., 2018). Les altérations épigénétiques
sont des changements de I'expression génique qui se produisent sans modifications de la
séquence d’ADN. Il existe trois types de modifications épigénétiques majeures : la méthylation
de I’ADN, la modification des histones et la régulation de I'expression génique par les ARNs

non codants (Figure 10).
e La méthylation de ’ADN

La méthylation de I’ADN correspond a I'ajout d’un groupement méthyl (CHs) a partir
d’une S-adénosylméthionine (SAM) sur les résidus cytosine de la séquence d’ADN. Elle se
produit majoritairement dans des régions spécifiques de I’ADN, les Tlots CpG, riches en
dinucléotides cytosine-phosphate-guanine (CpG). Les DNA méthyltransférases (DNMT) sont
les principales enzymes responsables de cette modification épigénétique et on en connait a
ce jour trois ayant une activité méthyltransférase : DNMT1, DNMT3A et DNMT3B. La
méthylation de I’ADN va avoir pour conséquence la régulation de I'expression génique et le
maintien de l'intégrité du génome (Dworkin et al., 2009; Lo et Sukumar, 2008; Veeck et
Esteller, 2010). En effet, les ilots CpG deviennent hyperméthylés dans les cellules cancéreuses,
ce qui a pour conséquence une répression de la transcription de génes suppresseurs de
tumeur, mais ils peuvent également étre hypométhylés menant alors a la transcription de
génes normalement réprimés tels que des oncogenes (Jovanovic et al., 2010; Novak et al.,
2008). Les analyses a grande échelle du génome, grace a des techniques telles que des puces
[llumina Infinium DNA methylation, permettent de clarifier la distribution génomique et les
mécanismes moléculaires spécifiques a la méthylation aberrante de I’ADN dans les cancers du
sein (The Cancer Genome Atlas Network, 2012). Ainsi, de hombreuses études ont démontré
I’hyperméthylation de promoteurs de génes ayant des rdles cruciaux dans de nombreux
processus cellulaires. On peut citer le gene CCND2 dans la régulation du cycle cellulaire (Evron
etal., 2001), BRCA1 dans la réparation de I’ADN (Dobrovic et Simpfendorfer, 1997), BCL2 dans
I’apoptose (Loginov et al., 2017), ou encore TWIST dans l'invasion et la métastase (Fackler et

al., 2003). Cependant, I'hypométhylation de I’ADN est bien plus fréquente que
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I’hyperméthylation dans le cancer du sein (trois a cinq fois) (Ruike et al., 2010). Parmi les génes
touchés par une hypométhylation dans le cancer du sein, on peut citer : le gene FEN1 dans la
réparation de I’ADN et 'apoptose (Singh et al., 2008), le géne CDH3 dans I'invasion (Paredes
et al., 2005) ou encore le géne IL10 dans I'immunité (Son et al., 2010). L’étude des profils de
méthylation de ’ADN ouvre de nombreuses perspectives dans I'amélioration de la prise en
charge du cancer du sein. En effet, la méthylation de I’ADN se révele étre un bon outil
pronostique car de plus en plus d’études montrent une corrélation entre les niveaux de
méthylation et le phénotype des cancers du sein. Ainsi, une hypométhylation de I’ADN serait
synonyme d’un phénotype basal et agressif de cancer du sein tandis qu’une hyperméthylation
a été corrélée au sous-type luminal B (Holm et al., 2010; Stefansson et al., 2015; The Cancer
Genome Atlas Network, 2012). Par ailleurs, il a été montré que 13 a 40 % des cancers du sein
sporadiques présentaient une hyperméthylation du promoteur du géne BRCA1 et que cette
hyperméthylation était synonyme de cancer agressif (Esteller et al., 2000; Parrella et al., 2004;
Stefansson et al., 2011; Turner et al., 2007). La méthylation de I’ADN peut étre ciblée par des
traitements spécifiques, les inhibiteurs de DNMT (DNMTIi). Les inhibiteurs de la méthylation
de 'ADN (Azacytidine, Decitabine et Hydralazine) inhibent les DNMTs en formant un pont
covalent avec I'enzyme apres incorporation dans ’ADN. Dans le cancer du sein, ils ont montré
une activité antitumorale dans des essais précliniques (Lustberg et Ramaswamy, 2011).
Cependant, leur bénéfice clinique reste a démontrer et ces inhibiteurs sont actuellement en

phase d’essais cliniques (Arce et al., 2006; Connolly et al., 2017).
e Les modifications d’histones

Les histones sont des protéines nucléaires associées a I’ADN responsables de la
structure de la chromatine et jouent un réle important dans la régulation de I’expression
génique. En effet, la chromatine peut étre trouvée en deux états: I’hétérochromatine
(fermée) qui ne permet pas la transcription des génes, et I'’euchromatine (ouverte) qui permet
la transcription des genes. Des modifications post-traductionnelles peuvent toucher les
histones ce qui affectera la transcription des génes en déstabilisant la structure de la
chromatine et I'acces aux régulateurs transcriptionnels. Ces modifications peuvent étre des
acétylations, des méthylations, des phosphorylations, des sumoylations ou encore des
ubiquitinations (Cortez et Jones, 2008; Kornberg, 1974; Luger et al., 2012). A ce jour, plus de

60 sites de modification ont été identifiés dans les histones (Tan et al., 2011). Les principales
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modifications d’histones impliquées et étudiées dans le cancer du sein sont I'acétylation et Ia
méthylation. L’acétylation correspond au transfert d’'un groupement acétyle a partir de
I'acétyl-CoA sur un groupement amine de résidus lysine. Cette modification va altérer la
structure de la chromatine en neutralisant les charges positives des histones ce qui induira
une structure d’euchromatine mais 'acétylation des histones peut également étre reconnue
par des protéines spécifiques contenant un bromodomaine (Mujtaba et al., 2007; Tropberger
et Schneider, 2010). L'ajout de groupements acétyle est catalysé par les Histone acétyle
transférases (HATs) et le processus inverse par les Histone déacétylases (HDACs). La
méthylation correspond a I'ajout d’un ou plusieurs groupements méthyle (mono-, di- ou tri-
méthylation) sur les résidus arginine ou lysine de I’histone. L’ajout de groupements méthyle
sur les histones est catalysé par les histones méthyltransférases (HMTs) et le processus inverse
par les histones déméthylases (HDMTs). Contrairement a I'acétylation, la méthylation des
histones peut étre associée a la fois a 'euchromatine et a I’hétérochromatine, dépendant de
I’acide aminé touché par la modification. Ainsi, la mono- ou triméthylation de la lysine 4 de
I’histone H3 (H3K4mel ou H3K4me3) et la triméthylation de la lysine 36 de I'histone H3
(H3K36me3) sont associées a I'euchromatine (Heintzman et al., 2007, 2009) tandis que la
triméthylation des lysines 9 et 27 de I’histone H3 (H3K9me3 et H3K27me3) est associée aux
régions d’hétérochromatine (Kouzarides, 2007). Dans le cancer du sein, plusieurs études ont
montré que, d’une maniere globale, la diminution des modifications d’histones était
spécifique des cancers du sein et que plus les niveaux de ces modifications étaient faibles, plus
le cancer était de mauvais pronostique et de phénotype basal (Elsheikh et al., 2009; Suzuki et
al., 2009; Zhao et al., 2016). Certaines marques ont d’ailleurs été associées au processus
métastatique comme la marque H3K4me3 (Messier et al., 2016). Concernant les enzymes
impliquées dans la mise en place de ces marques, certaines études ont également montré
I'importance de leur régulation vis-a-vis de la progression et du sous-type tumoral. Par
exemple, I'histone acétyl-transférase HMOF voit son expression diminuée dans le cancer du
sein (Arun et al., 2016) tandis que I'augmentation d’expression de I’histone déméthylase LSD1
et des HDAC2 et 3 a été corrélée a un phénotype plus agressif de cancer du sein (Lim et al.,
2010; Mdller et al., 2013). Au vu de ces observations, des thérapies ciblant les modifications
d’histone ont été étudiées dans le cancer du sein, en particulier des inhibiteurs d’histone
déacétylases. Ces inhibiteurs ont démontré des activités antitumorales en études précliniques

et sont en cours d’essais cliniques (Damaskos et al., 2017). Les résultats les plus prometteurs
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ont été obtenus avec I'Entinostat en combinaison avec I'Exemestane qui a permis une
augmentation de la survie globale en phase Il menant a la poursuite en phase Il (E2112,

NCT02115282) actuellement en cours (Yardley et al., 2013).
e Les ARNs non codants

On classe les ARNs non codants en deux catégories en fonction de leur taille : les petits
ARNs non codants ont une taille inférieure a 200 nucléotides tandis que les longs ARNs non
codants sont supérieurs a 200 nucléotides et peuvent atteindre jusqu’a 100 kb. Parmi ces deux
catégories, il existe de nombreux ARNs non codants de fonctions diverses. Certains sont
essentiels pour la machinerie cellulaire classique comme les ARNs ribosomaux (rRNAs), les
ARN de transfert (tRNAs) ou les petits ARN nucléaires (snRNAs). D’autres font office de
molécules régulatrices comme les petits ARNs interférant (siRNAs), les microARNs (miRNAs)
ou encore les longs ARNs non codant (IncRNAs) (Di Leva et al., 2014; Gupta et Tripathi, 2017
Patil et al., 2014; Sandhu et al.,, 2016). En particulier, les miRNAs et les IncRNAs sont
maintenant considérés comme des facteurs majeurs de la régulation épigénétique dont les
aberrations ont de sévéres conséquences sur I’'ensemble des étapes de la cancérogénése (Piao
et Ma, 2012). Il a été observé une diminution globale de I'expression des miRNAs dans les
cancers (Lu et al., 2005) et une surexpression des IncRNAs (Gupta et Tripathi, 2017) comparé
aux tissus sains. Les causes de ces dérégulations dans le cancer sont nombreuses et peuvent
étre d’origine génétiques (délétions/insertions, mutations) ou épigénétiques. En effet, les
études a large échelle dans plusieurs types de cancers ont révélé que plus de 80 % des
mutations étaient observées dans des régions non codantes du génome (Cheetham et al.,
2013). Une étude de Calin et al., a montré que plus de la moitié des miRNAs qu’ils avaient
étudié étaient situés dans des régions génomiques fréquemment altérées dans les cancers
(Calin et al., 2004). De plus, il a été montré que I’hyperméthylation des promoteurs d’ARNs
non codants était plus fréquente que celle des promoteurs de genes codant pour des

protéines dans les cancers du sein (Li et al., 2015).

Les miRNAs sont définis comme de petits ARNs non codants (compris entre 18 et 25
nucléotides) dont les séquences sont trés conservées et qui vont conduire a la dégradation ou
I'inhibition de la traduction via la reconnaissance imparfaite des séquences des ARNSs
messagers. Avant de pouvoir étre actif, les miRNAs suivent un processus de maturation

complexe qui commence dans le noyau pour finir dans le cytoplasme ou ils vont étre pris en
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charge par les protéines Argonautes, formant alors le complexe RISC (RNA-Induced Silencing
Complex) (Schwarz et al., 2003). Plusieurs miRNAs ont été mis en évidence comme étant
dérégulés dans le cancer du sein et certains auteurs ont d’ailleurs défini des signatures de
miRNAs spécifiques du cancer du sein (lorio et al., 2005) voire méme spécifiques des sous-
types moléculaires de cancer du sein (de Rinaldis et al., 2013). Les miRNAs peuvent réguler de
nombreux processus cellulaires comme la prolifération, |'apoptose, Iinflammation,
I’'angiogenese ou encore l'invasion. Parmi les miRNAs dérégulés dans le cancer du sein, on
peut citer le miR-21 dont la surexpression a pour conséquence une augmentation de la
croissance tumorale et une inhibition de I'apoptose notamment via le ciblage de PTEN (Di Leva
et al., 2014; Meng et al., 2007; Si et al., 2007). D’autres ont été spécifiqguement corrélé au
processus métastatique comme c’est le cas du miR-373 et du miR-520c (Huang et al., 2008).
De plus, les miRNAs se définissent de plus en plus comme des outils prometteurs pour
I’'amélioration de la prise en charge des patients atteints par un cancer du sein. Les miRNAs
circulants dans le sérum et le plasma ont par exemple été proposés comme marqueurs
diagnostiques du cancer du sein (Chan et al., 2013; Heneghan et al., 2010). Certains miRNAs
se sont également imposés comme marqueurs pronostiques du cancer du sein comme le miR-
21 dont I'augmentation d’expression a été corrélée a un grade histologique élevé et une baisse

de survie globale (Markou et al., 2014).

Les longs ARNs non codants représentent la plus grande famille d’ARNs non codants
(Djebali et al., 2012). La plupart des IncRNAs sont transcris par ’ARN polymérase 2 puis
subissent des modifications co- et post-transcriptionnelles afin d’acquérir leur fonction. En
effet, contrairement aux miRNAs dont la fonction est assurée par la reconnaissance de
séquences d’ARNm due a leur séquence primaire, les longs ARNs non codant sont capables de
se replier pour former des structures secondaires et tertiaires leur permettant d’interagir avec
d’autres molécules et d’assurer leurs fonctions (Cheetham et al., 2013; Huarte, 2015). Les
fonctions assurées par les IncRNAs ont un impact sur I'’ensemble des processus cellulaires car
ils sont impliqués dans le remodelage de la chromatine, I'épissage alternatif ou encore Ila
régulation transcriptionnelle et post-transcriptionelle des genes. Tout comme les miRNAs, les
IncRNAs sont dérégulés dans le cancer du sein (W. Zhao et al., 2014). On peut citer 'exemple
du IncRNA HOTAIR (HOX Transcript Antlsense RNA) dérégulé dans le cancer du sein ou il est

surexprimé par rapport aux tissus sains et serait pronostique de la présence de métastase

49

© 2019 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



Thése de Romain Lévéque, Université de Lille, 2019

INTROL

(Gupta et al., 2010; Sgrensen et al., 2013). HOTAIR est impliqué dans le remodelage de la
chromatine et va conduire au recrutement du complexe PRC2 (Polycomb Repressive Complex
2) au niveau de promoteurs de génes inhibant la progression tumorale comme HOXD10 ce qui
aura pour conséquence une inhibition de la transcription de ces genes suppresseurs de

tumeur.

3 Hyperméthylation de genes M
suppresseurs de tumeur M
Hypométhylation d’oncogénes @ Régulation par les IncRNAs

Hypométhylation de séquences
d’ADN répétées

Tumorigenése mammaire

Régulation par les miRNAs

HDAC

ap e au

Stabilisation de boucles de

HMT
chromosomes répressives
Localisation différentielle de génes Modifications de la chromatine
impliqués dans la tumorigenése
mammaire

Figure 10 : Les altérations épigénétiques dans le cancer du sein

De nombreuses altérations épigénétiques peuvent participer a la tumorigenése mammaire en
modulant I'expression de génes clés a travers la méthylation de I’ADN, la modulation de la chromatine
ou encore les ARNs non codant. GST : Géne suppresseur de tumeur ; IncRNA : long non coding RNA ;
miRNA : micro RNA. (adaptée de Karsli-Ceppioglu et al., 2014).

De la méme maniere, le IncRNA MALAT1 (Metastasis Associated Lung Adenocarcinoma
Transcript 1) a été décrit comme surexprimé dans les cancers du sein, d’autant plus dans les
métastases en résultant. MALAT1 favoriserait la transcription et |'épissage de génes
protumoraux codant pour des protéines telles que des intégrines ou des protéines de la
matrice extracellulaire (Arun et al., 2016). Les IncRNAs peuvent aussi étre retrouvés dans les
fluides corporels comme le IncRNA RP11-445H22.4 dont la détection dans le sérum a été
significativement corrélée avec les patientes atteintes d’un cancer du sein (Xu et al., 2015).
Une étude récente a permis de définir des profils d’expression de IncRNAs spécifiques des

sous-types moléculaires des cancers du sein. Ainsi, le IncRNA H19, impliqué dans 'EMT et la
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régulation de différents miRNAs, serait spécifique des cancers du sein luminal A (Berteaux et
al., 2008; Van Grembergen et al., 2016). Par ailleurs, certains IncRNAs ont été défini comme
des marqueurs prédictifs de la réponse aux thérapies comme par exemple BCAR4 (Breast
Cancer Anti-Estrogen Resistance 4) qui a été associé a une faible réponse au Tamoxifene via
I'activation des récepteurs HER2 et HER3 (Godinho et al., 2010). L'ensemble de ces études
laisse a penser que le ciblage des IncRNAs peut étre un outil thérapeutique prometteur et de
nombreux outils sont d’ailleurs a I'’étude afin de réprimer I'expression de certains IncRNAs
(Arun et al., 2018). Le IncRNA MALAT1 a par exemple était efficacement réprimé par
I"utilisation d’oligonucléotides antisens (ASOs) dans un modeéle de souris formant des
carcinomes mammaires et cette inhibition a eu pour conséquence une croissance tumorale

réduite ainsi qu’une diminution de la formation de métastases (Arun et al., 2016).

c. Microenvironnement tumoral

Les cellules cancéreuses sont influencées par des régulateurs paracrines du stroma
environnant. La participation de cette régulation environnante pourrait méme étre aussi
importante dans le comportement tumoral que les altérations des oncogéenes et suppresseurs
de tumeurs se produisant au sein des cellules tumorales car ces altérations sont fortement
influencées par les molécules de la matrice extracellulaire ou par les cellules environnantes
elles-mémes (Liotta et al., 1991). De nombreuses études ont montré I'importance du stroma
entourant les cellules cancéreuses dans la tumorigenése mammaire notamment en mettant
en avant les modifications épigénétiques et génétiques touchant ces cellules environnantes.
En effet, le role de « complice » du microenvironnement tumoral a été démontré dans
I'ensemble des étapes de la tumorigenése mammaire, que ce soit dans l'initiation, la
progression ou la métastase. De plus, le microenvironnement tumoral mammaire va participer
a plusieurs niveaux de localisation que ce soit au niveau local (intratumoral), régional (dans le
sein) ou distant (métastatique). Ce microenvironnement tumoral est constitué d’une matrice
extracellulaire (MEC) spécifique et de nombreux types cellulaires différents tels que des
fibroblastes, des cellules nerveuses, des cellules adipeuses, des cellules immunitaires et
inflammatoires mais aussi des cellules des réseaux sanguins et lymphatiques (Chen et al.,
2015; Coleman et al., 2013; Hu et al., 2005; Wang et al., 2017). La Figure 11 montre les

interactions complexes qui peuvent exister entre ces différents types cellulaires pour
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participer a la croissance tumorale, certaines de ces signalisations seront développées par la

suite.
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Figure 11 : Le microenvironnement tumoral du cancer du sein

Durant toutes les étapes de la carcinogenése mammaire, un dialogue complexe se forme entre les
cellules cancéreuses et de nombreux types cellulaires présents dans la glande mammaire, via la

production de cytokines, de chimiokines et de facteurs de croissance. Une partie de ces connexions est
représentée dans ce schéma (adaptée de Wang et al., 2017).

Il faut cependant tout d’abord souligner que le microenvironnement tumoral a été
montré comme ayant un réle protecteur de la tumorigenése et de I'invasion lorqu’il est dans

un état sain. En effet, la communication entre les cellules stromales et épithéliales est
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essentielle pour le développement et la différenciation normale de la glande mammaire. Le
stroma maintient notamment la polarité des cellules épithéliales et inhibe la croissance
cellulaire incontrolée et la transformation tumorale (Folgueira et al., 2013; Inman et al., 2015;
Martins et Schmitt, 2018). Par exemple, les cellules myoépithéliales saines sont reconnues
comme des suppresseurs de tumeurs naturels grace a leur production de membrane basale
et leur role de barriere physique autour des cellules épithéliales (Barsky et Karlin, 2005). De
plus, les cellules myoépithéliales de tissus sains expriment une forte proportion de facteurs
inhibiteurs de l'angiogenése et de l'invasion comparée aux mémes cellules dans un
environnement tumoral. Ces observations illustrent parfaitement les changements
d’expression génique qui peuvent se produire dans le microenvironnement tumoral et leur

importance dans la tumorigenése mammaire.

Certaines études ont d’ailleurs étudié les changements d’expression génique entre
tissus sain et tumoral en fonction des différents types de cellules et ont pu montrer que le plus
grand nombre de génes dérégulés était trouvé dans les cellules myoépithéliales. Parmi ces
génes dérégulés, les plus surexprimés codent pour les chimiokines CXCL14 et CXCL12 (C-X-C
Motif Chemokine Ligand 4 et 12) (Allinen et al., 2004; Ma et al., 2009). Ces chimiokines se
fixent sur le récepteur CXCR4 (C-X-C Motif Chemokine Receptor 4) des cellules cancéreuses
menant a leur prolifération et leur migration. On estime que ces altérations d’expression dans
les cellules du stroma sont principalement dues a des altérations épigénétiques car aucune
altération génétique n’a été mise en évidence dans les cellules du microenvironnement
tumoral (Qiu et al.,, 2008). De plus, des changements significatifs dans les profils de
méthylation de I’ADN des cellules stromales ont été mis en évidence (Fiegl et al., 2006). La
majorité des génes concernés par ces changements de méthylation codent pour des facteurs
de transcription essentiels au développement et a la différenciation. Au vu de ces
changements d’expressions significatifs, des panels de génes dérégulés dans le
microenvironnement tumoral se distinguent par leur pouvoir pronostique et prédictif dans le
cancer du sein. Finak et ses colléegues ont par exemple défini un panel de 26 genes prédictifs
de la survie clinique, indépendamment du sous-type de cancer, en comparant les profils
d’expression génique du microenvironnement tumoral de différents patients atteints de
cancers du sein (Finak et al., 2008). Plus récemment, une signature basée sur la signalisation

du PDGF (Platelet-Derived Growth Factor) stromal a permis d’identifier que les cellules
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possédant cette signature étaient de haut grade et de mauvais pronostique (Frings et al.,
2013). Un panel de génes du microenvironnement tumoral prédictif de la réponse a la
chimiothérapie a également été identifié par I'équipe de Farmer (Farmer et al., 2009). Le
microenvironnement tumoral est d’ailleurs impliqué dans la résistance aux thérapies du
cancer du sein notamment dans la résistance au tamoxiféne via I’activation des voies PI3K/AKT
et MAPK/ERK par les CAFs (Qiao et al., 2016). Ces résultats confirment encore que le
microenvironnement tumoral influence la progression tumorale et la survie des patients et
que la « normalisation » de celui-ci pourrait étre un atout significatif dans la prise en charge
des tumeurs de sein. Pour le moment, les thérapies visant a normaliser le
microenvironnement tumoral restent focalisées sur |'utilisation d’inhibiteurs de modifications

épigénétiques tels que le 5-Azacytidine (McCuaig et al., 2017; Place et al., 2011).

Le type cellulaire le plus abondamment présent dans le microenvironnement tumoral
mammaire est le fibroblaste, que I'on appellera alors CAF (Cancer-Associated Fibroblast).
Cette sous-population cellulaire va participer a la tumorigenése mammaire via la sécrétion de
différents facteurs de croissance, de cytokines, de chimiokines et la dégradation de la matrice
extracellulaire (Buchsbaum et Oh, 2016; Tao et al., 2017). Plusieurs hypothéses existent pour
expliquer leur origine dans le microenvironnement tumoral incluant le recrutement au niveau
du microenvironnement tumoral de cellules dérivées de la moelle osseuse (Direkze et al.,
2006), une transition épithélio-mésenchymateuse de cellules cancéreuses ou de cellules du
tissus mammaire comme les péricytes, les adipocytes ou les cellules musculaires lisses (Orimo
et Weinberg, 2007; Radisky et Radisky, 2007) , ou encore la transformation de fibroblastes
normaux suite aux signaux émis par les cellules cancéreuses (Kalluri et Zeisberg, 2006). Cette
derniere hypothese semble expliquer I'émergence de la plupart des CAFs notamment via
I’envoi de signaux épigénétiques par les cellules cancéreuses. Il a par exemple été montré que
les cellules cancéreuses étaient capables d’induire la sécrétion d’HGF et la baisse d’expression
de cavéolin-1 dans des fibroblastes normaux, les transformant ainsi en CAFs (Martinez-
Outschoorn et al., 2010; Tyan et al., 2011). D’'une maniére générale, les CAFs se distinguent
des autres fibroblastes par une forte expression de facteurs de croissance (FGFs, HGF, TGF-$3),
de cytokines (GM-CSF (Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating Factor) et EPR-1 (Effector
Cell Protease Receptor 1)), des protéines du cytosquelette (a-SMA), des protéines de la

matrice extracellulaire (tenascin-C et laminines), , mais aussi d’autres molécules impliquées
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dans le cycle cellulaire, les interactions entre cellules et la dégradation de la matrice
extracellulaire (McCuaig et al., 2017). Ainsi, les CAFs vont permettre le développement
tumoral mammaire a travers de nombreux mécanismes cellulaires tels que l'induction de
I’'EMT, la régulation du cycle cellulaire, I'inflammation, I'angiogenése, la métastase ou encore
la résistance aux thérapies (Buchsbaum et Oh, 2016; Tao et al., 2017; Xing et al., 2010). Par
exemple, il a été montré que les CAFs augmentaient I'invasion cellulaire via une dégradation
active de la matrice extracellulaire permise par I'expression de molécules diverses telles que
la palladine ou certaines MMPs (Brentnall et al., 2012). De la méme maniere, la sécrétion de
périostine (POSTN) par les CAFs semble étre un élément essentiel pour la colonisation de
niches métastatiques distantes par des cellules cancéreuses (Malanchi et al., 2012). Enfin, il a
été montré que la sécrétion d’"HGF par les CAFs était un acteur majeur de la résistance aux
thérapies, notamment le tamoxiféne, via I'induction des voies des MAPK et PI3K/AKT (Shekhar
et al., 2007). Certaines équipes ont développé des stratégies cliniques basées sur le ciblage
spécifique des CAFs telles gu’un vaccin ciblant la protéine FAP (Fibroblast Activation Protein)
(Loeffler et al., 2006) ou encore la restauration des fonctions de la cavéolin-1 par 'utilisation
de peptides mimétiques (Mercier et al., 2008), mais ces résultats encourageants restent

préliminaires.

Le systéme immunitaire peut également jouer un role majeur dans la tumorigenéese
mammaire. En effet, les cellules immunitaires et inflammatoires telles que les cellules
dendritiques, les lymphocytes ou les macrophages peuvent, tout comme les fibroblastes, étre
corrompus pour acquérir des capacités tumorigenes (Nowarski et al., 2013; Shalapour et
Karin, 2015). En condition normale, les cellules dendritiques jouent un role important dans
I'induction des réponses anti-tumorales grace a leur capacité de présentation des antigenes
aux lymphocytes T CD4+ et CD8+ (da Cunha et al., 2014). Cependant, cette capacité nécessite
une certaine maturation des cellules dendritiques et le microenvironnement tumoral contient
une forte proportion de cellules dendritiques immatures incapables de stimuler I'immunité
antitumorale. De plus, les cellules dendritiques immatures détectées dans le
microenvironnement tumoral produisent des facteurs proangiogéniques (VEGF, IL-8...) et
augmentent la migration des cellules endothéliales (Fainaru et al., 2010; Huarte et al., 2008).
Les lymphocytes, et notamment les lymphocytes T qui correspondent a la majorité des

lymphocytes infiltrant la tumeur, peuvent également bloquer la réponse antitumorale (Allen
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et Louise Jones, 2011). lls sont recrutés au niveau du site tumorale par les chimiokines
CCL22/CCR4, CXCL12/CXCR4 et CCL5 (RANTES)/CCR1 (Gobert et al., 2009). Les lymphocytes T
régulateurs exprimant FOXP3 (Forkhead Box P3) sont par exemple capables d’inactiver les
cellules T CD8+, les cellules NK ou encore les lymphocytes B (Shevach, 2009). De plus, les
lymphocytes T régulateurs sécrétent une grande quantité de RANKL (Receptor Activator Of
Nuclear Factor Kappa B Ligand) qui va alors activer les cellules tumorales mammaires
exprimant le récepteur RANK et promouvoir les métastases au poumon (W. Tan et al., 2011).
Il a par ailleurs été montré que le tamoxifene pouvait induire I'expression de FOXP3 dans les
lymphocytes T régulateurs infiltrant la tumeur, ce qui pourrait étre un mécanisme de
résistance a la drogue (Joffroy et al., 2010). Les macrophages associés au microenvironnement
tumoral, appelés les TAMs (Tumor-Associated Macrophages) constituent une population
cellulaire particulierement importante dans le cancer du sein et arborent un phénotype
typique qui va promouvoir la croissance tumorale, le remodelage tissulaire, I'angiogenese
mais aussi la suppression de I'immunité adaptative (Candido et Hagemann, 2013). lls sont
recrutés au niveau du site tumoral par des chimiokines tels que CCL2 et vont a leur tour
permettre la survie, la dissémination des cellules cancéreuses et I'angiogenese par la

sécrétion d’IL-10, CCL17, CCL18, CCL22 et de TGF-B (Lin et al., 2015; Solinas et al., 2009).

Bien que tortueux et peu efficaces par rapport a leurs homologues sains, les réseaux
lymphatiques et sanguins du microenvironnement tumoral sont en constante croissance dans
la tumeur, notamment via I'angiogenése, et assurent des roles majeurs dans la croissance
tumorale. En effet, ces réseaux et leurs cellules associées, telles que les cellules endothéliales
et les péricytes, vont avoir pour fonctions principales d’éviter I’hypoxie tumorale, d’alimenter
la tumeur en nutriments et facteurs divers, de prendre en charge les déchets métaboliques,
d’aider les cellules tumorales a échapper a I'immunité anti-tumorale en amenant les cellules
spécifiques telles que les cellules dendritiques précédemment décrites, ou encore de
permettre la métastase (Wang et al., 2017). Ainsi, la communication entre péricytes et cellules
endothéliales est un aspect trés important de la vascularisation tumorale et implique la voie
de signalisation du PDGF-B. Les cellules endothéliales activées produisent le PDGF-B pour
recruter les péricytes exprimant les récepteurs au PDGF-B. En retour, les péricytes vont
contribuer a la stabilisation et a la survie des cellules endothéliales formant les nouveaux

vaisseaux en sécrétant des facteurs trophiques tels que le VEGF et Ang-1 (Angipoietin 1)
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(Birbrair et al., 2014; Hellstrom et al., 1999; Sundberg et al., 2002). Il semblerait que
I'augmentation du nombre de péricytes favorise la croissance tumorale en fournissant un
réseau sanguin stable dans le microenvironnement tumoral mais aussi que la désorganisation
des vaisseaux et la diminution des péricytes favorisent la métastase, montrant le réle

complexe de ces cellules dans la tumorigenese mammaire (Ribeiro et Okamoto, 2015).

Le concept affirmant que les cellules adipeuses participent a la tumorigenese est
maintenant appelé « adiponcose » (Bifulco et Pisanti, 2013). Ainsi, les cellules adipeuses vont
participer a la tumorigenése mammaire en sécrétant de nombreuses cytokines, chimiokines
et hormones comme par exemple CCL5 qui induit la migration et I'invasion des cellules
cancéreuses mammaires (D’Esposito et al., 2016) ou encore la leptine et IL-6 favorisant 'EMT
et I'activation des voies des CSCs (Wolfson et al., 2015). De plus, un microenvironnement
tumoral riche en tissus adipeux fournit un environnement proinflammatoire favorable au
développement de la tumeur (Fukumura et al., 2016; Goodwin et Stambolic, 2015). De facon
intéressante, I'aromatase est fortement liée aux marqueurs des cellules adipeuses dans les
cancers du sein post-ménopause. En effet, la majorité des cancers du sein post-ménopause
sont hormono-dépendants et expriment donc ER. Or, la sécrétion de facteurs pro-
inflammatoires par les cellules adipeuses stimule I'expression d’aromatase qui va convertir les
androgenes en oestrogenes favorisant donc la voie de signalisation de cette hormone (Wang
et al., 2015). Tous ces éléments justifient que I'obésité soit classée comme facteur de risque

du cancer du sein.

Le dernier type cellulaire pouvant jouer un role important dans le microenvironnement
tumoral est la cellule du systeme nerveux. En effet, la tumeur peut étre favorisée a la fois par
des fibres nerveuses infiltrant la tumeur (Huang et al., 2014; C.-M. Zhao et al., 2014), mais
aussi par des cellules nerveuses circulantes appelées cellules neuroendocriniennes (Ayala et
al., 2008). Par exemple, notre équipe a mis en évidence que les cellules cancéreuses
mammaires sécretent des neurotrophines (NGF (Nerve Growth Factor), BDNF (Brain-Derived
Neurotrophic Factor) et NT-4/5 (Neurotrophin 4/5)) de facon autocrine, favorisant
I'innervation de la tumeur ainsi que la prolifération, la survie et la migration/invasion
(Adriaenssens et al., 2008; Demont et al., 2012; Descamps et al., 2001b; Dollé et al., 2004;
Hondermarck, 2012). Les neurotrophines montrent d’ailleurs un intérét thérapeutique car

I'utilisation d’anticorps bloquants anti-neurotrophines méne a une réduction significative des
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tumeurs mammaires dans un modele de xénogreffe (Adriaenssens et al., 2008). Les fibres
nerveuses infiltrant la tumeur mammaire vont en retour sécréter des neuropeptides et des
neurotransmetteurs tels que la norépinéphrine et I'épinéphrine ou encore la substance P qui
vont favoriser la croissance et la métastase des cellules cancéreuses mammaires (Entschladen

et al., 2004; Garcia-Recio et al., 2013; Luthy et al., 2009).

L'ensemble de ces données démontre le réle de « complice » du microenvironnement
tumoral pour participer a la progression tumorale. Cependant, le microenvironnement
tumoral peut également jouer un role protecteur et inhiber la progression tumorale. En effet,
les travaux de notre la boratoire ont permis de montrer que les cellules épithéliales normales
de sein peuvent induire 'apoptose des cellules cancéreuses mammaires via deux mécanismes
différents selon les sous-types moléculaires de cancer du sein : une apoptose dépendante de
p53 et un arrét du cycle indépendant de p53 (Toillon et al., 2002). Une analyse protéomique
du milieu conditionné de cellules épithéliales mammaires normales a permis d’identifier
I'lGFBP-3 (Insulin-like Growth Factor Binding Protein-3) et la maspin comme les facteurs pro-
apoptotiques responsables de cette apoptose des cellules cancéreuses mammaires (Toillon et

al., 2007).

4. Le cancer du sein : un terme, plusieurs entités

Bien que I'on qualifie la maladie par un singulier, le cancer du sein représente plutot un
ensemble hétérogene de tumeurs définies par différentes caractéristiques cliniques,
évolutions et réponses aux traitements. En effet, le cancer du sein est marqué par une
hétérogénéité a la fois inter-tumorale mais aussi intra-tumorale. Cette hétérogénéité est
visible a tous les niveaux que ce soit histologique, clinique, génétique ou épigénétique.
Comprendre cette hétérogénéité est critique pour le développement de nouveaux outils

thérapeutiques efficaces (Polyak, 2007).

a. Théories a I'origine de I'hétérogénéité cellulaire du cancer du sein

Il est maintenant admis que des altérations génétiques, épigénétiques et I'influence
du microenvironnement tumoral sont a l'origine de la tumorigenése mammaire. Cependant,
une controverse demeure quant a l'origine de I’hétérogénéité cellulaire du cancer du sein, sa
progression et ses différentes résistances thérapeutiques (Shackleton et al., 2009).

Actuellement, deux modeéles compétitifs existent : le modele hiérarchique ou modele des
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cellules souches cancéreuses (CSCs), et le modéle stochastique ou modele d’évolution clonale
(Figure 12). Le modele CSC suggere que la croissance et la progression du cancer est conduit
par une petite population de cellules souches cancéreuses et que la tumeur n’est en réalité
qu’une caricature du développement tissulaire normal ou les cellules souches maintiennent
une hiérarchie normale du tissu (Dick, 2008). Les CSCs sont donc au sommet du
développement tumoral, seules capables de se renouveler et de se différencier en cellules
cancéreuses non souches. De l'autre coté, le modele d’évolution clonale suggere que
n’importe quelle cellule normale peut acquérir des capacités tumorales et que n’importe
quelle cellule tumorale ayant un avantage sélectif peut promouvoir la progression tumorale
(Polyak, 2007). Les deux modeles expliquent ainsi différemment I’hétérogénéité tumorale
mais également I'émergence des résistances thérapeutiques. Les CSCs sont a l'origine plus
résistantes dans le modele hiérarchique tandis que dans le modele stochastique, la thérapie
va conduire a la sélection de clones résistants. Pour autant, il semblerait que ces deux modeéles
ne soient pas mutuellement exclusifs et s’appliquent dans I’ensemble des cancers y compris
le cancer du sein. En effet, de nombreuses études récentes prénent I'émergence d’un
nouveau modele réconciliant les deux précédents. Ce modeéle, appelé le modeéle CSC plastique,
avance |'existence d’une plasticité cellulaire importante permettant aux cellules cancéreuses
non souches de se dédifférencier et d’acquérir certaines capacités souches (Chaffer et al.,
2011; lliopoulos et al., 2011; Marjanovic et al., 2013). Ainsi, une expression transitoire de
TWIST induit un phénotype de cellule souche dans plusieurs lignées cellulaires de sein (Vesuna
et al., 2009), 'EMT conduit a I'apparition de CSCs (Morel et al., 2008) ou encore la sécrétion
d’IL6 permet la transformation de cellules non souches cancéreuses en cellules souches
cancéreuses (lliopoulos et al., 2011; Wang et al., 2014). Dans tous les cas, il est important de
réussir a déterminer quel modele est corrélé avec le comportement clinique de la tumeur afin
de pouvoir cibler efficacement les populations cellulaires les plus abondantes et éviter les

récidives.
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Figure 12 : Les différentes théories a I'origine de I’'hétérogénéité tumorale du cancer du sein

Le modeéle stochastique, ou modeéle d’évolution clonale, suggere que chaque cellule tumorale posséde
la capacité d’initier et de maintenir la tumeur. Le modéle hiérarchique, ou modéle des CSCs, suggeére
que les cellules souches cancéreuses résident au sommet du processus de transformation grdce a leurs
capacités d’auto-renouvellement et tumorigéniques. Un autre modéle, appelé modele CSC plastique,
suggére une forte plasticité des cellules cancéreuses non souches qui leur permettrait de se
dédifférencier en cellule souche cancéreuse.

b. Plusieurs stades de développement

Le cancer du sein peut se présenter sous différentes formes selon le stade de
développement de la maladie. Le stade de développement du cancer du sein est déterminé
grace a différents critéres anatomo-pathologiques mais aussi et surtout histologiques (Figure
13). L'apparition d’un cancer du sein est tout d’abord associée a |'apparition d’'une hyperplasie
épithéliale résultant de la prolifération anarchique de cellules épithéliales normales. Si la
tumeur reste localisée au tissu ou elle est apparue, qu’elle reste bien délimitée et que sa
progression est lente, on la qualifiera de tumeur bénigne. Les tumeurs bénignes ont un
pronostic favorable car elles ne récidivent pas apres exérése compléte et n’entrainent pas la

formation de métastases. Les tumeurs malignes correspondent a des stades de
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développement tumoral plus avancés. En effet, la tumeur peut continuer sa progression en
passant de I’hyperplasie épithéliale au carcinome in situ qui correspond a une tumeur maligne
qui reste locale, sans destruction de la lame basale, mais dont les cellules sont fortement
prolifératives. Il existe deux types de carcinomes in situ selon la localisation de la tumeur : le
carcinome canalaire in situ (CCIS) lorsque la tumeur est localisée dans la lumiére du canal
galactophore et le carcinome lobulaire in situ (CLIS) lorsque la tumeur se situe dans les alvéoles
des lobules mammaires (Wellings et Jensen, 1973). La tumeur peut ensuite continuer sa
progression pour devenir infiltrante. Pour arriver a ce stade de développement, les cellules
doivent acquérir différentes propriétés leur permettant de rompre la membrane basale et
d’envahir le tissu conjonctif et les autres tissus environnants. La tumeur est alors qualifiée de
carcinome invasif. Selon la classification de 2012 de I’Organisation Mondiale de la Santé, on
peut classer ces carcinomes invasifs en deux catégories que sont les carcinomes de type non
spécifique (TNS) et les carcinomes de type spécifique (Lakhani et al., 2012). Les carcinomes de
type non spécifiques (80 % des cas de cancers du sein) correspondent principalement a
I’ancienne catégorie des carcinomes canalaires invasifs (CCl) mais sont officiellement définis
par les carcinomes dont I'absence de caractéres morphologiques ne permet pas de les classer
dans la catégorie des types spéciaux. Ainsi, dans le dernier rapport de I'Organisation Mondiale
de la Santé, on dénombrait jusqu’a 21 types de tumeurs du sein différents. Suite au
développement d’un carcinome invasif, la tumeur peut encore évoluer pour donner un cancer
métastatique. Les cellules cancéreuses du site primaire acquiérent la capacité d’envabhir les
tissus environnants et procedent a lintravasation dans les vaisseaux sanguins ou
lymphatiques. Ces cellules peuvent alors étre disséminées vers des organes distants. En
conséquence, elles doivent parvenir a survivre en absence d’ancrage dans les fluides et se
mettent pour cela dans un état de quiescence, en attendant de pouvoir adhérer a la surface
des capillaires de I'organe cible, a la suite de quoi elles peuvent procéder a leur extravasation
dans le parenchyme de l'organe atteint, proliférer et donner une métastase. Si la cellule
métastatique réussit ces étapes complexes, le processus peut de nouveau étre répété pour
produire des métastases secondaires ou « métastase de métastases » (Scully et al., 2012).
Dans le cancer du sein, les organes touchés par les métastases sont principalement les os, le

foie, les poumons et le cerveau (Jin et Mu, 2015).
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Figure 13 : Les stades de développement d’un cancer du sein

La grande majorité des cancers du sein commence au sein des cellules épithéliales situées dans la lumiere des
canaux mammaires. Suite a des altérations génétiques, épigénétiques et/ou I'influence du microenvironnement
tumoral, ces cellules épithéliales vont proliférer de facon anarchique pour former une masse de cellules
cancéreuses bien délimitée appelée hyperplasie. Suite a I'accumulation des altérations précédemment décrites,
ces cellules tumorales vont devenir plus agressives pour donner un cancer in situ, toujours cantonné par la lame
basale. Le passage de la lame basale par les cellules cancéreuses mammaires définit le stade invasif du cancer
du sein, les cellules cancéreuses ne sont plus cantonnées par la lame basale et se disséminent dans d’autres
organes via leur intravasation dans les vaisseaux sanguins et lymphatiques. Parvenues au niveau de I'organe
cible, les cellules cancéreuses effectuent une extravasation pour atteindre I'organe d’ou elles pourront
éventuellement proliférer et donner une métastase. Les différents stades de développement d’un cancer du sein
sont illustrés par: en haut, des coupes histologiques (adaptée de Rivenbark et al., 2013), en bas, des
représentations schématiques (adaptée de Vargo-Gogola et Rosen, 2007)

c. Plusieurs classifications

Historiqguement, la classification des cancers du sein s’est tout d’abord basée sur
I’expertise histopathologique. Par la suite, I'expression des ER, PR et I'amplification d’"HER2
sont venus affiner la classification afin de prédire le pronostique mais aussi la réponse aux
traitements endocriniens et a I'anticorps trastuzumab (Herceptin). Plus récemment, le progrés
considérable ayant eu lieu dans les analyses moléculaires a profondément amélioré notre
compréhension de la biologie des cancers du sein mais aussi la classification. L'ensemble de
ces avancées permet le développement de signatures prédictives et pronostiques qui

rapprochent la possibilité d’'une individualisation des traitements (Harris, 2018) .
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e Classification histopathologique

Comme décrit brievement dans la partie précédente, les cancers invasifs de type non
spécifique (TNS) sont les cancers du sein les plus fréquents, représentant prés de 75 % des
cas. Pour étre classé dans la catégorie des carcinomes spéciaux, les aspects histologiques
spécifiques doivent représenter plus de 90 % de la tumeur. Dans cette catégorie, on compte
principalement les carcinomes lobulaires invasifs (CLI) (environ 10 % des cas de cancers du
sein) (Li et al., 2005) mais aussi les carcinomes médullaires, neuroendocriniens, tubulaires,
apocrines, mucineux, micropapillaires, adénoides kystiques ou encore inflammatoires (Dieci
et al., 2014; Weigelt et al, 2010b). Quelques exemples de cancers invasifs

morphologiquement différents sont présentés en Figure 14.

Figure 14 : Différents types histologiques de cancers du sein invasifs

L’hétérogénéité des cancers du sein est également visible au niveau histologique au sein de cancers
situés au méme stade de développement (cancers invasifs). (a) Carcinome invasif de type non
spécifique, (b) Carcinome lobulaire classique, (c) carcinome tubulaire, (d) carcinome mucineux, (e)
carcinome invasif micropapillaire, (f) carcinome lobulaire pléiomorphique, (g) carcinome médullaire,
(h) carcinome métaplastique, (i) carcinome adénoide kystique. Les coupes sont marquées a
I’hématoxyline et a I’éosine (issue de Vuong et al., 2014).

63

© 2019 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



Thése de Romain Lévéque, Université de Lille, 2019

INTR

Du point de vue histologique, le systeme de gradation le plus utilisé est basé sur la
classification de Scarff, Bloom et Richardson (Bloom et Richardson, 1957; Scarff et Torloni,
1968), modifié par la suite par Elston et Ellis (Elston et Ellis, 1991), qu’on appelle aussi le
systeme de gradation Nottingham (SGN). Cette classification est basée sur la détermination
histologique du degré de différenciation de la tumeur. Les scores sont ainsi déterminés en
fonction de la proportion de tubules, du pléomorphisme nucléaire, et du nombre de cellules
en mitose dans le champ du microscope par rapport au nombre total de cellule (Vuong et al.,

2014) (Tableau 1).

Caractéristiques

. . Score 1 Score 2 Score 3
histologiques

Plus de 75 % de la 10375 %de la Moins de 10 % de

Formation de tubules
tumeur tumeur la tumeur

L. Augmentation o
Noyaux réguliers et >, . Variations
modérée en taille

uniformes L, marquées
et variabilité 9

Pléomorphisme nucléaire

Nombre de mitoses * 0-9 10-19 > 20

Tableau 1: Méthodes semi-quantitatives d’évaluation du grade histologique du cancer du sein
(Méthode de Scarff, Bloom et Richardson)

* Le nombre de mitoses est donné ici en nombre moyen de cellules en mitose dans un objectif X25 sur
10 champs a la périphérie de la tumeur.

Ces scores sont alors combinés pour donner le grade histologique de la tumeur noté de 1 a3
(Tableau 2). Ce systéme de gradation s’est avéré étre un tres bon outil pronostique et a
d’ailleurs été intégré dans des algorithmes (comme le Nottingham Prognostic Index and
Adjuvant ! Online) et directives pour la détermination de chimiothérapie adjuvante (Rakha et

al., 2010).
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Grade Score Description
| 3.5 Tumeur bien différenciée, les cellules ne proliférent pas
activement et ont peu de chances de se disséminer
" 6.7 Tumeur moyennement différenciée, caractéres
histologiques variant entre les grades | et llI

Tumeur peu ou pas différenciée, les cellules montrent

1l 8-9 une prolifération active et sont susceptibles de se

disséminer

Tableau 2 : Détermination du grade histologique par la méthode de Scarff, Bloom et Richardson

e C(Classification TNM

Le cancer du sein peut étre classé en fonction de caractéristiques anatomiques selon la
classification Tumor-Node-Metastasis (TNM), basée sur les travaux de Pierre Denoix dans les
années 1940. Ainsi, le grade TNM est déterminé en fonction de la taille de la tumeur (mais
aussi d’autres aspects comme les relations avec les structures environnantes), les
caractéristiques des ganglions lymphatiques régionaux (nombre ou localisation des ganglions
impactés) et la présence ou I'absence de métastases distantes. La classification TNM a deux
sources différentes : I'une est fournie par I'Union Internationale Contre le Cancer (UICC)
(Brierley et al., 2017) et I'autre par le Comité Américain Mixte sur le Cancer (AJCC ; American
Joint Committee on Cancer) (Amin et al., 2017a). La détermination des stades TNM est
résumée dans le Tableau 3. Cette classification est régulierement actualisée et améliorée. En
Janvier 2018 notamment, I’AJCC a mis a jour la derniére édition de sa classification (la 8%™e
édition) pour incorporer dans la détermination du grade le statut des récepteurs hormonaux
(ER et PR) et d’"HER2 ainsi que I'expression d’un panel de genes par I'utilisation de tests comme
Oncotype DX ou MammaPrint (Cserni et al., 2018). Cette derniére classification a compliqué
la détermination du stade mais s’inscrit dans une volonté de se rapprocher d’'une médecine

personnalisée (Amin et al., 2017b).
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Stade Tumeur Ganglion Métastases Description
p o .
0 0 ou Tis NO MO as de tumeur prl-malre ou cancer in
situ
Tumeur inférieure a 2 cm, pas de
| T1 NO MO ganglions lymphatiques atteints ni de
métastases
0 N1 Tumeur inférieure a 2 cm avec
woomowwo e
T2 NO . .
ganglionnaire
Tumeur de 2 a 5 cm avec atteinte
T2 N1 mineure des ganglions ou tumeur
IIB MO L. . .
T3 NO supérieure a 5 cm sans atteinte
ganglionnaire
A T0/1/2/3 N1/2 MO Tumeur de taille valri?ble avec at'feinte
mineure ou modérée des ganglions
Tumeur de taille variable avec
B T4 NO/1/2 MO extensipn ala po.itrine.ou Ia.pea}J et
atteinte ganglionnaire faible a
modérée
Hic Tout T N3 MO Atteinte ganglionnaire importante
\} ToutT Tout N M1 Présence de métastases distantes

Tableau 3 : Stades cliniques du cancer du sein basés sur la classification TNM.

e Classification moléculaire

Les marqueurs classiques tels que ER, PR, HER2 ou encore Ki67 furent les premiers
facteurs moléculaires a l'origine du regroupement des cancers du sein en sous-groupes
moléculaires et sont conventionnellement utilisés en complément des classifications
histopathologiques pour la prise en charge et I'établissement du pronostique chez les patients
(Cheangetal., 2009; Dowsett et al., 2013; Vallejos et al., 2010). L’expression de ces marqueurs
est évaluée par des techniques classiques d’immunohistochimie mais également par la
technique d’hybridation in situ qui permet notamment la détermination des amplifications
géniques. La détection de ces quatre biomarqueurs par IHC (IHC4), est relativement simple et
peu colteuse, ce qui en fait la technique de stratification moléculaire la plus utilisée de par le
monde. D’autres marqueurs IHC peuvent compléter la stratification des cancers du sein
comme EGFR et CK5/6 (Nielsen et al., 2004). Cependant, bien qu’ayant montré un avantage

certain en clinique, ces méthodes d’évaluation ont leurs limites. En effet, I’évaluation des
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risques et des traitements suite a ces marquages mene parfois a de mauvais choix de
traitements (sous-évaluation ou surévaluation) car la détermination des seuils de positivité
par les techniques d’IHC et FISH reste subjective et les méthodes de fixation des tissus et la
méthodologie des marquages peuvent grandement faire varier I'interprétation des résultats

(Tang et al., 2009; Walker, 2008; Zaha, 2014).

Historiguement, la classification moléculaire commenca avec les analyses de perte
d’hétérozygotie (LOH; Loss Of Heterozygosity) et d’hybridation comparative du génome
(CGH ; Comparative Genomic Hybridization) dans les années 90 (revue dans (Vuong et al.,
2014)). Au début des années 2000, les analyses d’expression par des techniques d’analyse a
large échelle, notamment les biopuces a ADN, ont permis d’établir des sous-types
moléculaires précis et cliniquement relevant. Ainsi, I'’équipe de Perou fut la premiere a
distinguer cinq sous-types distincts de carcinomes mammaires basés sur |’expression
génique : Luminal A, Luminal B, HER2+, Basal-like et Normal-like (Hu et al., 2006; Perou et al.,
2000; Sgrlie et al., 2003, 2001). Ces « sous-groupes intrinséques » ont été validés par de
nombreuses autres études et ont montré une bonne valeur pronostique ainsi que prédictive
a la réponse a la chimiothérapie (Prat et al., 2015; Rouzier et al., 2005). Des outils sont
d’ailleurs commercialisés pour classer les tumeurs de sein dans les différents sous-groupes
comme Prosigna™ qui est basé sur I'expression de 50 génes (Wallden et al., 2015). Ainsi, les
cancers Normal-like présentent des caractéristiques de tissus normaux et sont d’ailleurs sujets
a controverse car certains auteurs estiment qu’il s’agit de contaminations par des tissus de
glande mammaire normaux. Les cancers de type Luminal A et B expriment ER mais les luminal
A sont de meilleur pronostique que les luminal B car présentent une plus faible expression de
marqueurs de prolifération. Les tumeurs HER2+ surexpriment le récepteur HER2 et sont de
bon pronostique grace notamment a la découverte des thérapies ciblant HER2 tel que le
trastuzumab. La majorité des cancers Basal-like n’expriment pas ER/PR et ne présentent pas
de surexpression d’'HER2. Ainsi, le terme Triple-Négatif est souvent utilisé pour désigner les
cancers Basal-like mais tous les cancers Triple-Négatifs ne sont pas de type Basal-like (Carey
et al., 2010). Ces cancers sont considérés comme de mauvais pronostique et présentent
d’ailleurs une prise en charge particulierement élevée de fluorodésoxyglucose (FDG) en
imagerie PET (Positron Emission Tomography) (Basu et al., 2008). Par ailleurs, ces cancers sont

caractérisés par une surexpression de genes spécifiques des cellules myoépithéliales comme
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par exemple les cytokératines de haut poids moléculaires CK5 et CK14, la phospho-cadhérine
ou encore I'EGFR (Weigelt et al., 2010a). Ce sous-type est le plus hétérogéne et certaines
études plus récentes ont d’ailleurs divisé cette catégorie en différents sous-groupes (Lehmann
et al., 2016; Masuda et al., 2013). Parmi les différents sous-groupes de cancers basal-like
découverts, on compte par exemple les tumeurs LAR (Luminal Apocrine Receptor)
caractérisées par une forte expression du récepteur aux androgenes ou encore les tumeurs
« claudin-low » qui sont caractérisées par un enrichissement en marqueurs de cellules
souches cancéreuses et une faible expression des marqueurs de jonction cellulaire tels que la
cadherin-1 (CDH1) et les claudines (CLDN) (Farmer et al., 2005; Prat et al., 2010; Prat et Perou,
2011). Avec le développement des technologies a large échelle, la catégorisation des cancers
du sein entre dans une nouvelle ere avec l'apparition d’analyse a différents niveaux :
génomique, transcriptionnelle, translationnelle ou encore épigénétique. Récemment, un
classement basé sur les analyses génomiques et transcriptomiques de 200 échantillons de
cancers du sein a permis de redéfinir dix nouveaux groupes appelés « integrative clusters »
(IntClusts) avec des implications cliniques distinctes (Curtis et al., 2012). Par ailleurs, une étude
menée par TCGA a intégré les informations de plateformes multiples (nombre de copies ADN,
méthylation de I’ADN, séquencage de I'exome, ARNm, miRNA et protéines) pour redéfinir
quatre sous-groupes majeurs de cancer du sein : Luminal A, Luminal B, HER2+ et Triple-Négatif

(The Cancer Genome Atlas Network, 2012) (Tableau 4).

L'ensemble de ces études a permis le développement de signatures moléculaires
distinctes afin de fournir une aide efficace a la détermination du pronostique des patients.
Parmi ces tests génomiques, on peut citer Mammaprint (Agendia, Amsterdam, Pays-Bas) qui
a été le premier a s'imposer comme signature pronostique. Mammaprint est un test sur un
panel de 70 genes par utilisation de biopuces a ADN et a été approuvé par I’'US Food and Drug
Administration (FDA) en 2007 pour le pronostique des patientes notamment les possibilités
de récidives de la tumeur. D’autres tests comme le test Veridex 76-gene ou encore le
MapQuant Dx (Ipsogen SA, Marseille, France) fonctionnent aussi sur "utilisation de biopuces
a ADN (Paik et al., 2004; Wang et al., 2005). Il existe également des tests basés sur 'utilisation
de la technique de gRT-PCR comme I'Oncotype DX et Theros (Ma et al., 2008; Paik et al., 2006).

Malgré le peu de genes en com