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INTRODUCTION



Le cancer du sein est le cancer le plus fréquent dans le monde, c’est la
deuxiéme cause de décés par cancer [1]. Il prend naissance des cellules épithéliales
qui tapissent l'unité terminale ductulo-lobulaire et on peut le classer comme
carcinome invasif ou non invasif selon le franchissement ou non de la membrane
basale. Le carcinome invasif est divisé en deux principales catégories : le carcinome
canalaire infiltrant qui constitue 80 % des cas, et le carcinome lobulaire qui
constitue 10 a 15 % des cas. Certaines tumeurs montrent des aspects de
proliférations et des morphologies cellulaires différentes et elles sont classées en se
basant sur ces caractéristiques comme par exemple le tubulaire, le mucineux, le
médullaire, le papillaire et le cribriforme.

Les traitements systémiques (chimiothérapie CT, hormonothérapie HT,
thérapeutiques ciblées) sont délivrés sur la base de facteurs pronostiques et
prédictifs de la réponse thérapeutique. Malheureusement, malgré I’évolution
considérable qu’a connue depuis une quinzaine d’années la prise en charge du
cancer du sein [2], le dépistage et les traitements avec une bonne survie
généralement, les facteurs histologiques, cliniques et moléculaires, ont globalement
peu évolué et sont insuffisants pour rendre compte de I’hétérogénéité évolutive de
la maladie [3], conduisant un certain nombre de patientes vers des traitements
inadaptés, inutiles ou inefficaces, mais toxiques [4]. Cette incapacité a identifier ces
sous-classes pronostiques coincide aujourd’hui avec la disponibilité croissante de
nouvelles molécules antitumorales [5].

Il est donc crucial d’améliorer la classification pronostique du cancer du sein
pour affiner les indications thérapeutiques et améliorer les taux de survie.

Depuis plusieurs années, les techniques de biologie se sont largement
répandues dans les laboratoires de recherche. De nombreuses études ont permis
d’améliorer notre compréhension de I’oncogenése mammaire en identifiant

quelques genes clés (ERBB2, P53, BRCAL1/2 par exemple).
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Le cancer du sein apparait aujourd’hui comme une maladie complexe
caractérisée par I’accumulation de multiples altérations moléculaires qui conférent a
chaque tumeur un phénotype et un potentiel évolutif propres.

Perou et Sorli ont utilisé la technique de puces a ADN pour créer la nouvelle
classification du cancer du sein [6-7]. lls ont démontré que cette néoplasie peut étre
classifiée selon les profils d’expression génique en quatre groupes :

Type luminal : tumeurs qui expriment les récepteurs oestrogéniques.

HER-2 ou Erb-B2 : tumeurs qui sur expriment "'HER-2

Type normale : dont les cellules ressemblent a celles du sein normal et aux
fibroadénomes.

Type basal ou « triple négatif » : tumeurs qui n’expriment pas les récepteurs
hormonaux et qui expriment les génes trouvés normalement dans les cellules
basales et myoépithéliales.

Les tumeurs de type luminal sont associées a un meilleur pronostic en
comparaison avec les tumeurs de type basal ou HER-2 qui ont un profil clinique plus

agressif.



HISTOLOGIE, MORPHOLOGIE
ETIHC DU SEIN NORMAL



|. Structure générale

La glande mammaire est un organe a développement continu depuis le stade
embryonnaire, a travers la puberté, les cycles menstruels et la grossesse, jusqu’a
I’atrophie a travers la ménopause.

Au sommet du mamelon s'abouchent 10 a 20 canaux. Certains sont
rapidement borgnes mais la plupart vont, aprés une dilatation ampullaire fusiforme
appelée sinus lactifere et située a hauteur de la plague aréolaire, se ramifier en
canaux de plus petit calibre jusqu'a aboutir aux structures terminales périphériques
que sont les lobules éparpillés dans tout le sein.

L'organe renferme donc deux structures essentielles, une structure a visée
sécrétoire qui est le lobule et une structure a visée excrétrice qui est le canal

excréteur encore appelé canal galactophore [8].

Lobule

Canal galactophore

Sinus lactifére

Figure 1 : représentation schématique de la structure générale d'un sein
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La ramification d'un galactophore donne lieu a une formation arborescente qui,
avec le tissu conjonctif ou adipeux qui l'entoure, est appelé lobe. Ce lobe
mammaire, de forme pyramidale a pointe mamelonnaire, n'a pas de limites
anatomiques propres et ne peut étre matérialisé qu'a l'aide d'une injection
intracanalaire de colorants ou d'une galactographie.

Les lobules sont essentiellement situés a la périphérie de I'organe (par rapport au
mamelon) et ils sont plus particulierement nombreux dans le quadrant supéro-

externe [8].

Catial alvéolaire

Canal lobulaire

Figure 2 : représentation schématique d'un lobule mammaire

Le lobule

1. Structure

Le lobule est une formation sphérique d'environ 0,5 a 1mm de diamétre
constituée de petits tubes borgnes (appelés ductules terminaux) agencés de maniére
radiée autour d'un canal collecteur intralobulaire (le galactophore terminal
intralobulaire).

Ces ductules terminaux, au nombre de 20 a 100, sont entourés par un tissu
fibro-collagéne lache appelé tissu palléal et dont les limites périphériques séparent
le lobule du tissu fibro-collagéne de soutien.
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Le revétement épithélial des lobules est a double couche, la couche interne
faite de cellules épithéliales bordant la lumiére, la couche externe de cellules
myoépithéliales [9].

En 1975, Wellings a développé le concept de TDLU (terminal duct lobular unit
ou unité terminale ductulo-lobulaire) qui englobe le lobule et le galactophore
terminal extralobulaire [10]. Ce galactophore terminal représente la derniere division
du galactophore avant le lobule. Il est court et de longueur voisine de celle du
diameétre lobulaire, soit environ 1mm. Ce TDLU, de par sa grande
hormonoréceptivité, représente le lieu de développement de la plupart des

proliférations épithéliales bénignes et malignes.

alveole (acini)

// fissu conjonctif
palléal
W\

mamelan canal canal canal interlobulaire canal
galactophore de galactophore de intralobulaire
gros calibre moyen calibre
lobule
e Unité Terminale Ducto-Lobulaire

Figure 3: représentation schématique d'une unité terminale

ductulo-lobulaire
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Figure 4 : microphotographie d'une unité terminale ductulo-lobulaire

comme vue dans un tissu mammaire normal

2- La cellule épithéliale

Elle est le point de départ de la trées grande majorité des carcinomes
mammaires. Dans au moins 98% des cas le cancer du sein est un adénocarcinome
développé a partir de I’épithélium glandulaire (principalement de celui de ces unités
terminales).

Méme a I'état de repos, le lobule est le siége d'une sécrétion a minima
provenant des cellules épithéliales. Cette sécrétion n’est pas extériorisée au
mamelon.

2-1 Aspect morphologique

Les cellules glandulaires ou lactocytes présentent en effet des cycles d’activité
que traduisent d’importants changements de la morphologie. Au repos elles sont
basses, cuboides avec un noyau central ovalaire et un cytoplasme relativement peu

abondant. Dans la phase de sécrétion elles deviennent au contraire hautes, avec un

14



cytoplasme plus abondant qui déplace I’extrémité apicale dans la lumiére

glandulaire.

Figure 5 : microphotographie d'un tissu mammaire normal comportant des acini et

des ductules tapissés par une double assise cellulaire
Fleche noire : cellule luminale

Fléche rouge : cellule myoépithéliale

2-2 Aspect immunohistochimique

L’expression de I’antigene épithélial spécifique (ASE) et de I'antigéne épithélial
membranaire (EMA) a été longtemps associé aux cellules luminales, mais la plupart
utilisent actuellement pour la reconnaissance de ces cellules leur profil unique
d’expression de cytokératines qui appartiennent aux filaments intermédiaires et qui
sont divisés en deux types : acide (type |) et basale (type Il) en se basant sur leurs
caractéristiques de point isoélectrique, et en cytokératine de haut et de bas poids
moléculaire. Les cytokératines 1 a 8 appartiennent au type |, alors que les

cytokératines 9 a 20 appartiennent au type Il. Chaque cellule épithéliale expriment

au moins deux types différents de cytokératines [11].

15



Les cellules luminales expriment des marqueurs assocCi€s aux récepteurs
hormonaux (récepteurs des cestrogenes et de la progestérone) [12-13], certaines
cytokératines (CK8, CK14, CK18) ainsi que des facteurs de transcription spécifiques

comme GATA3 et FOXA1 [11-14].

Figure 6: expression des récepteurs oestrogeniques par les cellules luminales des
canaux normaux

Figure 7 : expression de la cytokératine 8/18 par les cellules luminales des acini

mammaires, alors que les cellules basales sont négatives
16



3- La cellule myoépithéliale

Cette cellule n'est pas spécifique du sein puisqu'on la retrouve également dans
les glandes salivaires et sudorales. Elle est située entre les cellules épithéliales et la
membrane basale.

La cellule myoépithéliale participe a I'élaboration de la membrane basale et a
des propriétés contractiles qui favorisent I'éjection du lait et I'apparition d'espaces
intercellulaires permettant de meilleurs échanges entre I'épithélium et le tissu

palléal.

3-1 Aspect morphologigue

Les cellules basales sont morphologiquement hétérogénes, elles sont soit
fusiformes ou cubiques, selon leur endroit dans le systeme canalaire du sein et
selon le statut hormonal du tissu [15].

Les cellules myoépithéliales situées a la périphérie des canaux ont
typiquement des hémidesmosomes, des filaments cytoplasmiques avec des densités

focales et des vésicules de pinocytose le long de la membrane plasmique.

3-2 Aspect immunohistochimique

Les cellules basales sont le plus souvent définies par leur expression de
I’actine muscle lisse. En plus, la vimentine, la glial fibrillary acid protein, le CD 10, la
p63, la myosine muscle lisse, la protéine S100, la calponine et le caldesmon peuvent
aussi définir les cellules myoépithéliales [16].

En ce qui concerne les cytokératines, les cellules myoépithéliales possédent
des profils différents de cytokératine qui different de celui des cellules luminales.

Elles expriment en général les cytokératines 5/6, 14 et 17 [11-14-17].
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4- La membrane basale

Il s'agit d'une structure membranaire soutenant I'épithélium, synthétisée par
les cellules épithéliales.

La membrane basale est une zone d'échange et de contact entre les structures
épithéliales et le tissu conjonctif. En cancérologie, la membrane basale s'oppose au
passage des cellules cancéreuses et son respect par les cellules néoplasiques a
permis de définir le concept de carcinome in situ. Au-dela, se situe le tissu palléal
ou manteau.

En immunohistochimie, la membrane basale exprime la laminine ou le

collagene de type IV [11].

5- Le tissu palléal

Il s'agit d'un tissu conjonctif tres vascularisé enveloppant les ductules
terminaux et généralement bien séparé du tissu conjonctif inter lobulaire
environnant qui est plus dense.

Sa densité est variable, en fonction du cycle hormonal ou de I'age. Trés actif,

le tissu palléal est :

un lieu d'échange ou se produisent les modifications cycliques d'origine

hormonale,

- un site privilégié de la croissance du tissu mammaire, en particulier a
I'adolescence et chez I'adulte dans le phénomene d'adénose,

- propice au développement d'une réaction inflammatoire, en particulier dans
les mastites ou au contact d'un carcinome in situ,

- al'origine de tumeurs & dominance conjonctive comme le fiboroadénome ou la

tumeur phyllode.
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CLASSIFICATION RISTOLOGIQUE
DU CANCER DU SEIN



Tableau 1: classification des tumeurs mammaires selon I'OMS 2003 [18]

Tumeurs épithéliales malignes

Carcinomes non infiltrants
Carcinome canalaire in situ (intracanalaire) (CCIS)
Carcinome lobulaire in situ (CLIS)
Carcinome canalaire infiltrant de type non spécifique (canalaire TNS) (40 a 75%)
Carcinome de type mixte
Carcinome pléomorphe
Carcinome avec cellules géantes ostéoclastiques
Carcinome avec aspects choriocarcinomateux
Carcinome avec aspects mélanocytaires
Carcinome lobulaire infiltrant (5 a 15%)
Carcinome tubuleux (2 a 7%)
Carcinome cribriforme infiltrant (0,8 a 3,5%)
Carcinome médullaire (1 a 7%)
Carcinome produisant de la mucine
Carcinome mucineux (2%)
Cystadénocarcinome et carcinome a cellules cylindriques sécrétantes
Carcinome a cellules en bague a chaton
Tumeurs neuroendocrines du sein (5 & 10%)
Carcinome neuroendocrine de type solide
Carcinoide atypique
Carcinome a petites cellules
Carcinome neuroendocrine a grandes cellules
Carcinome papillaire infiltrant (<1 a 2%)
Carcinome micropapillaire infiltrant (<2%)
Carcinome apocrine
Carcinome métaplasique (<5%)
Carcinome métaplasique de type épithélial pur
Carcinome épidermoide
Adénocarcinome avec métaplasie a cellules fusiformes
Carcinome adénosquameux
Carcinome mucoépidermoide
Carcinome métaplasique mixte a composante épithéliale et conjonctive
Carcinome a cellules riches en lipides (<1 a 6%)
Carcinome sécrétant (<0,15%)
Carcinome oncocytique
Carcinome adénoide kystique (0,5%)
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Carcinome a cellules acineuses

Carcinome a cellules claires (riches en glycogéne)
Carcinome sébacé

Carcinome inflammatoire

Maladie de Paget du mamelon

Tumeurs myoépithéliales

Myoépithéliome malin

Tumeurs mésenchymateuses malignes

Hémangiopéricytome
Fibrosarcome
Schwannome malin
Angiosarcome
Liposarcome
Rhabdomyosarcome
Ostéosarcome
Léiomyosarcome

Tumeurs malignes mixtes épithéliales et conjonctives

Sarcome phyllode
Carcinosarcome

Lymphomes malins

Lymphome B diffus a grandes cellules
Lymphome de Burkitt

Lymphome du MALT de la zone marginale
Lymphome folliculaire

Métastases mammaires

Tumeurs du sein de I’©homme

Carcinome in situ
Carcinome infiltrant

La classification actuelle utilisée est celle de I'OMS 2003. Les tumeurs

épithéliales malignes ou carcinomes représentent la grande majorité des tumeurs

malignes du sein. Les tumeurs malignes non carcinomateuses (sarcomes, lymphomes

malins non hodgkiniens primitifs, métastases intramammaires) sont rares (moins de

1% des cancers du sein) [18].
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1- Carcinomes non infiltrants:

1-1- Carcinome canalaire in situ (intracanalaire) (CCIS)

L’OMS définit le CCIS comme une lésion intracanalaire caractérisée par une
prolifération cellulaire accrue, des atypies cellulaires légéres a marquées et une
tendance inhérente mais non obligatoire vers un carcinome mammaire infiltrant
[18].

La classification des CCIS est actuellement principalement basée sur le grade
nucléaire, la présence de nécrose, et le type architectural [19]:

1-1-1- Le grade nucléaire:

- Noyaux de bas grade: noyaux d'apparence monotone dont la taille est
de 1,5 a 2 fois la taille des globules rouges, avec une chromatine fine et
rarement des nucléoles ou des mitoses.

- Noyaux de haut grade: noyaux pléomorphes dont la taille est supérieure
a 2,5 fois la taille des globules rouges, avec une chromatine hétérogéne,
des nucléoles proéminents et multiples et des mitoses.

- Noyaux de grade intermédiaire: ces que l'on ne peut pas classer dans
les précédentes catégories.

1-1-2- La nécrose tumorale:

Le pathologiste doit préciser s'il y aune nécrose ou non. Elle est classée en:
- Comédonécrose: toute zone de nécrose centrale, linéaire en section
longitudinale, au sein d'un canal.
- Nécrose ponctuée: toute zone de nécrose non linéaire en section
longitudinale.

1-1-3- Le type architectural:

- CCIS de type comédocarcinome: il s'agit en général de Iésions de grande
taille. La lumiére des canaux et des lobules est comblée par une nécrose

centrale. Des calcifications peuvent se développer a partir de cette
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nécrose. Des cellules carcinomateuses plus ou mois cohésives ou
formant une bordure massive entourent la nécrose centrale. Ces cellules
sont de grande taille et ont des noyaux par définition de haut grade.
CCIS de type cribriforme: les canaux et les lobules sont comblés par une
prolifération cellulaire criblée de lumiéres secondaires a I'emporte piéece.
CCIS de type micropapillaire: les cellules carcinomateuses s'organisent
en structures digitiformes sans axe conjonctivo-vasculaire central, se
projetant dans la lumiére des canaux colonisés.

CCIS de type massif: les cellules s'organisent en plages massives et
cohésives comblant et distendant les structures mammaires. Les cellules

ont des limites cytoplasmiques nettes.

Figure 8: CCIS de grade nucléaire intermédiaire et d'architecture

massive sans nécrose (HES x400)
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1-2- Carcinome lobulaire in situ (CLIS)

Le CLIS est une lésion rare (1 a 3,8 % des cancers du sein), il est retrouvé dans
0,5 a 4 % des biopsies réalisées pour lésions bénignes. C’est une prolifération
épithéliale développée a partir de I'épithélium des lobules. Les acini apparaissent
comblés et distendus par des petites cellules rondes monotones et non cohésives.
Le CLIS peut s'accompagner d'altérations épithéliales extralobulaires, en particulier
sous la forme d'une infiltration dite pagétoide de I'épithélium des canaux
galactophores juxtalobulaires. Le diagnostic peut étre difficile, notamment avec
I'nyperplasie lobulaire atypique, ce qui justifie pour beaucoup leur regroupement
sous le terme de néoplasie lobulaire. Des études de pieces de mastectomie faite
aprés diagnostic de CLIS ont montré que la multicentricité de ces lésions était
fréquente (jusque 90 %), ainsi que la bilatéralité (jusque 69 % des cas) [18-19].

Il existe une classification des néoplasies lobulaires (Grading de Tavassoli) qui

distingue 3 grades: LIN 1, LIN 2 et LIN 3; mais qui n'est pas validé cliniguement [19].

2- Carcinome canalaire infiltrant de type non spécifigue

Il s’agit de la forme la plus fréquente des cancers du sein représentant environ
80 % des carcinomes mammaires infiltrants. Les termes "de type non spécifique"
(TNS) ou "sans autre indication " (SAIl) correspondent au fait que ces tumeurs ne
présentent pas de caractéristiques morphologiques suffisantes pour les classer dans
une autre catégorie, comme le carcinome lobulaire ou tubulaire [18].

II s’agit le plus souvent d’une tumeur palpable, plus rarement d’'une image
mammographique isolée. Le dépistage a permis d’augmenter I’'incidence globale et
la fréquence des cancers infracliniques, et de diminuer ainsi la taille moyenne de ces
tumeurs [19].

Macroscopiqguement, I’'aspect est trés variable selon la taille de la tumeur. I

s’agit le plus souvent d’une tumeur a contours étoilés, irréguliers. Les contours sont
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mal définis, avec une consistance ferme a dure et une couleur blanc-grisatre a la
coupe [18].

Histologiquement, les aspects sont trés variés en fonction du degré de
différenciation, la capacité des cellules tumorales a former des tubes, glandes,
travées, ou massifs. La taille des cellules, les atypies nucléaires (taille et contours
des noyaux, degré d’anisocaryose, nucléole) conférent également un aspect
morphologique différent a chaque tumeur.

La densité en structures tumorales dépend du stroma plus ou moins
abondant. De méme les mitoses sont plus ou moins nombreuses.

La présence d’une composante intracanalaire parfois tres développée modifie
également I'aspect de la tumeur, son pronostic et les possibilités de prise en charge
thérapeutique. Le degré de différenciation, d’anisocaryose et le comptage des
mitoses interviennent dans I’établissement du grading de SBR modifié selon Elston

et Ellis [18-19].

Figure 9 : carcinome canalaire infiltrant grade Il de SBR (HES x400)

25



3- Carcinome lobulaire infiltrant

C’est un carcinome invasif représentant 5 a 15 % des cancers. |l peut se
traduire par une masse palpable plus ou moins bien définie, associée a une opacité
mammographique ou a une surdensité palpable [18].

Macroscopiquement, il s'agit en général d'une Iésion irréguliere et mal définie.

Microscopiquement, les cellules sont non cohésives, de petite talle, a noyau
rond a chromatine fine, et a cytoplasme abondant. Ces cellules sont isolées ou
organisées en « fils indiennes », dans un stroma fibreux. Les mitoses sont le plus
souvent rares [19].

Sur le plan génétique, il se caractérise par une perte de l'expression
membranaire de I'E-cadhérine qui est une protéine intervenant dans l'adhésion

intercellulaire [18].

4- Carcinome tubuleux

C’est un type spécial de carcinomes mammaires, qui se caractérise par un
pronostic favorable. Il est composé de structures tubulaires bien différenciées,
tapissées par une seule couche de cellules épithéliales. C’est une entité rare qui

représente moins de 2 % des cancers du sein [18-19].

5- Carcinome médullaire

Le carcinome médullaire représente de 1 a 7 % des cancers du sein. C’est un
carcinome bien circonscrit composé de cellules peu différenciées disposées en
nappes, sans aucune structure glandulaire, un stroma peu abondant et un important
infiltrat lymphoplasmocytaire [18-19].

Microscopiquement, 5 critéres sont essentiels pour le diagnostic [18]:

- une architecture syncitiale dans plus de 75% des cas.
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- des contours microscopiquement nets, non infiltrants.
- un infiltrat mononucléé diffus, de modéré a marqué.
- des atypies nucléaires modérés ou marqueés.

- I’absence de différenciation glandulaire.

6- Carcinome mucineux

Le carcinome colloide du sein appelé aussi mucineux ou gélatineux est défini
comme un carcinome contenant de larges quantités de mucus extracellulaire dans
lesquelles sont disposées des amas de cellules carcinomateuses. Il en existe deux
formes histologiques : pur et impur ou mixte qui selon la présence ou non de
carcinome intracanalaire associé, de pronostic différent. C’est une entité

histologique rare, constituant 2 % de tous les cancers du sein [18-19].

7- Carcinome adénoide kystique ou cylindrome :

C’est un carcinome trés rare dont I'aspect histologique est comparable aux
tumeurs de méme type des glandes salivaires.

Macroscopiquement c’est une tumeur a contours généralement assez nets,
dure a la coupe.

Microscopiguement, se distingue généralement par I’association d’un
contingent de cellules basaloides et un contingent de cellules épithéliales.
L’agencement épithélial se fait sur un mode cribriforme, tubulaire, trabéculaire ou

massifs [18-19].

8- Carcinome inflammatoire

C’est une forme particuliéere de carcinome mammaire avec une présentation

clinique secondaire a une obstruction lymphatique a partir d’un carcinome infiltrant

27



sous-jacent. La majorité des cas présente une infiltration lymphatique dermique
proéminente par la tumeur. Le carcinome inflammatoire est une forme des
carcinomes mammaires avancés. L’invasion lymphatique dermique sans I'image

clinique caractéristique est insuffisante pour poser le diagnostic [19].

9- Maladie de Paget du mamelon

Cliniguement, elle se présente comme un eczéma du mamelon. La maladie de
paget du mamelon est la présence de cellules épithéliales glandulaires malignes
dans I’épithélium malpighien du mamelon, elle est presque toujours associée a un
carcinome intracanalaire sous-jacent, qui évolue habituellement plus qu’un canal
lactifere avec ou sans infiltration profonde du sein. La maladie de paget du mamelon
sans carcinome sous-jacent est rare. L’incidence est estimée a 1 a 4,3 % des cancers
du sein [18].

Les autres formes de carcinomes (papillaire, tubuleux, adénoide kystique,

apocrine....) sont plus rares.
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CLASSIFICATION
ANATOMO-CLINIQUE
DU CANCER DU SEIN



Les différents cancers du sein ainsi que leur degré d’évolution locale et
métastatique sont classifiés selon des stades bien définis, basés sur I'apparence des
cellules. L’indice TNM résume les stades de la maladie. La lettre T fait référence a la
taille de la tumeur primaire, la lettre N aux adénopathies, c'est-a-dire aux anomalies
des ganglions, et la lettre M a la présence ou non de métastases.

Nous présentons la nouvelle classification TNM établie en 2003 ou une classe
«micro-invasion» est ajoutée. Elle est définie par un compartiment invasif inférieur

ou égal a 0,1cm.

. Classification clinique [20]

1. Classification de la tumeur primitive (T)

Tx : la tumeur primitive ne peut étre évaluée.

TO : pas de tumeur primitive décelable.

Tis : carcinome in situ.

Tis (DCIS) : carcinome canalaire in situ

Tis (LCIS) : carcinome lobulaire in situ

Tis (Paget) : maladie de paget du mamelon sans tumeur associée

NB : la maladie de paget associée a une tumeur est classée selon la taille de la tumeur sous-

jacente.

T1:T < 2 cm dans sa plus grande dimension :
T1 mic : micro-invasion < 0,1 cm dans sa plus grande dimension.
Tla: 0,1 cm < T < 0,5 cm dans sa plus grande dimension.
Tlb:0,5cm < T < 1 cm dans sa plus grande dimension.
Tlc:1cm < T < 2 cm dans sa plus grande dimension.

T2 :2cm <T <5 cm dans sa plus grande dimension.

T3 : T > 5 cm dans sa plus grande dimension.
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T4 : tumeur de toute taille avec extension directe a la paroi thoracique (a) ou a la

peau (b) :

T4a : extension a la paroi thoracique sans inclusion du muscle pectoral.

T4b

: oedéeme (y compris peau d’orange) ou ulcération de la peau du sein ou

nodule de perméation cutané localisé sur le méme sein.

T4c : association T4a et T4b.

T4d : carcinome inflammatoire.

2. Classification des adénopathies régionales (N)

NX : les adénopathies régionales ne peuvent étre évaluées.

NO :

N1 :

N2

N3 :

pas d’adénopathie régionale métastatique.

adénopathie(s) métastatique(s) axillaire(s), homolatérale(s) mobile(s).

:adénopathies métastatiques axillaires homo latérales fixées entre elles ou

indurées :

N2a :

N2b :

adénopathies métastatiques axillaires homolatérales fixées entre elles ou
a une autre structure

adénopathies métastatiques mammaires internes homo latérales mis en
évidence au travers des techniques d’imageries (sauf lympho-

scintigraphie)

adénopathies métastatiques infra claviculaires homo latéral :

N3a :

N3b :

adénopathies métastatiques infra-claviculaires homo latérales avec ou
sans adénopathies meétastatiques axillaires ou adénopathies
métastatiques mammaires internes

adénopathies métastatigues mammaires internes homo latérales avec

adénopathies métastatiques axillaires

N3c : adénopathies métastatiques supra-claviculaires homo latérales
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3. Classification des métastases a distance (M)

Mx : les métastases a distance ne peuvent étre évaluées.
MO : absence de métastases a distance.

M1 : existence de métastases a distance.

. Classification histo-pathologique [20]

1. Classification de la tumeur primitive (pT)

La classification histo-pathologique nécessite I’examen de la tumeur primitive
sans tumeur macroscopique au niveau des limites d’exéréses. Une tumeur associée
a une tumeur microscopique a cette limite sera classée pT. La classification pT
correspond a la classification T.

Dans la classification pT, la taille de la tumeur mesure la composante invasive.
S’il existe une tumeur importante avec une faible composante invasive, la tumeur est
codée pTla.

En cas de chimiothérapie néo-adjuvante le préfixe « y » est utilise.

2. Classification des adénopathies régionales (pN)

La classification est basée sur I’exploration des ganglions axillaires avec ou
sans exploration du ganglion sentinelle. Si seule I’exploration du ganglion sentinelle
est possible, on lui assigne les lettres (sn) pour «ganglion sentinelle».
pNx : les adénopathies régionales ne peuvent étre évaluées.
pNO : pas d’adénopathie régionale métastatique histologiguement démontrée:

pNO(i-) : pas d’adénopathies régionales métastatiques histologiquement

démontrée, IHC négative.
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pNO(i+) : pas d’adénopathies régionales métastatiques histologiquement
démontrée, IHC positive, absence de groupe IHC+ > 0,2 mm
cellules isolées.

pNO(mol-) : pas d’adénopathies régionales métastatiques histologiquement
démontrée, technique moléculaire négative.

pNO(mol+) : pas d’adénopathies régionales métastatiques histologiquement

démontrée, technique moléculaire positive.

pN1 : métastases atteignant 1 a 3 ganglions axillaires et/ou mammaires internes
avec atteinte microscopique mise en évidence par biopsie du ganglion sentinelle
mais non apparente cliniqguement* :
pN1mi : micro-métastases 0,2 < mi < 2 mm.
pNla : métastases atteignant 1 a 3 ganglions axillaires.
pN1b : métastases atteignant les ganglions mammaires internes avec atteinte
microscopique mise en évidence par biopsie du ganglion sentinelle
mais non apparente cliniqguement.
pN1lc : métastases atteignant les ganglions axillaires et mammaires internes
avec atteinte microscopique mises en évidence par biopsie du ganglion

sentinelle mais non apparente cliniqguement.
*Non cliniquement apparent est défini par « I’absence de mise en évidence a travers des

techniques d’imageries (sauf lympho-scintigraphie) ou des examens cliniques approfondis »

PN2 : métastases atteignant 4 a 9 ganglions axillaires.

pN2a : métastases atteignant 4 a 9 ganglions axillaires (avec au moins un foyer

tumoral > 2 mm).
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pN2b : métastases atteignant les ganglions mammaires internes de facon
cliniuement apparente sans atteinte métastatique des ganglions

axillaires.

pN3 : métastases atteignant au moins 10 ganglions axillaires :

pN3a : atteinte métastatique > 10 ganglions axillaires (avec au moins un foyer
tumoral > 2 mm) ou métastases ganglionnaires infra-claviculaires.

pN3b : métastases cliniquement apparentes dans les ganglions mammaires
internes homo latéraux avec présence d’au moins 1 ganglion axillaire
positif ou métastases atteignant plus de 3 ganglions axillaires et
ganglions mammaires internes avec atteinte microscopique mise en
évidence par biopsie du ganglion sentinelle mais non cliniquement
apparente.

PN3c : métastases atteignant les ganglions supra-claviculaire homo latéral.

I1l. Groupement en stades

Stade O TisNOMO

Stade | TINOMO

Stade lla TON1MO, T1IN1MO, T2NOMO

Stade IIb T2N1MO, T3NOMO

Stade Illa TON2MO, TIN2MO, T2N2MO, T3N1MO, T3N2MO
Stade Illb TANOMO, TAN1MO, TAN2MO

Stade lllc n’importe quel TN3MO

Stade IV n’importe quel T et N, M1

Chaque cancer est classifié, selon ses caractéristiques, a l'aide de la liste

précédente. Au niveau clinique, les différentes combinaisons possibles des indices
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TNM sont regroupées en 5 stades. Avant d’étre cancéreuses, les cellules formant les
canaux galactophores se trouvent a une position normale et sont bien différenciées.
Lentement, un peu d’hyperplasie commence, quelques cellules inutiles s’accumulent
a des endroits inhabituels, puis de plus en plus de cellules commencent a avoir une
apparence anormale.

Au stade 0, la maladie est in situ, c’est-a-dire qu’elle est localisée aux canaux
et aux lobules, les cellules cancéreuses n’ont pas envahi les tissus adjacents. Il peut
y avoir des micro-calcifications dans le sein en entier parfois. Le seul indice TNM de
ce stade est TisNOMO. Le traitement, a ce stade, est souvent une mastectomie
partielle a laquelle on ajoute de la radiothérapie. Certains chirurgiens recommandent
la chirurgie seule lorsque le probleme est localisé. Les chances de survie sont
excellentes a ce stade, pratiquement 100 % des patientes survivent au moins 5 ans.

Le stade 1 englobe les tumeurs de diametre inférieur a 2cm (figure).
Contrairement au stade 0, les cellules cancéreuses s’étendent au-dela des canaux,
mais il n’y a pas de signe d’invasion des ganglions. Le traitement privilégié a ce
stade est la mastectomie partielle combinée a la radiothérapie.

Cependant, une biopsie des ganglions est effectuée et la chimiothérapie ou
I’hormonothérapie peuvent étre suggérées a certaines femmes. Entre 95 % et 98%

des femmes survivent plus de 5 ans et la plupart vivent beaucoup plus longtemps.

Sanglion lymphatique

Zanal lvmphatique

STADE 1

Stade 1 = T1a, MO, MO

Figure 10 : stades 1 du cancer du sein
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Tout dépendant de la taille de la tumeur et de I’extension de la maladie,
de 75 % a 90 % des femmes survivent plus de 5 ans a un cancer du sein de stade 2
(figure). La taille de la tumeur est alors supérieure a 2cm et inférieure a 5¢cm et, dans

la majorité des cas, les ganglions ne sont pas atteints.

Ganglion lymphatique

Canal lymphatique

Tumeurs

STADES 2A et 2B

Stade 2A - TO, N1, MO
Tia, N1, MO
T2, NO, MO

Stade 2B : T2, N1, MO
T3, MO, MO

Figure 11 : stades 2 du cancer du sein

Comme pour les deux premiers stades, la mastectomie partielle suivie de
radiothérapie est le traitement le plus efficace. La chimiothérapie sera utilisée s’il y a
envahissement ganglionnaire ou si la tumeur a une taille importante ;
I’lhormonothérapie est parfois indiquée.

Au stade 3, la maladie a attaqué les ganglions lymphatiques. La taille de la
tumeur primaire n’a pas d’importance et le traitement du cancer est encore une
combinaison de radiothérapie, chimiothérapie et hormonothérapie a la suite d’une
mastectomie partielle ou totale. Seulement 50 % a 55 % des femmes survivent au

moins 5 ans a un cancer de stade 3.
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Sanglion mphatique

Canal krmphaticues

Tumaurs

STADES 3.0 st 3B

Exade 3A TO, B2 WO
Tim, W2, MO
T2, N2, 0
T2, M1 W0
T2, M2, D
Stade 38 0 T4, bous I Wl
Tous T, M3, MO

Figure 12 : stades 3 du cancer du sein

Si la maladie n’a pas été diagnostiquée a un des quatre stades précédents, les
chances de survie sont fortement réduites. En effet, une femme atteinte d’un cancer
du sein au stade 4 n’a que 15 % a 20 % des chances de survivre 5 ans, car la maladie
s’est étendue au-dela du sein: au foie, au cerveau, au(x) poumon(s) ou a l'autre
sein. Le traitement est palliatif, visant a réduire la souffrance et a prolonger la vie de

quelques mois ou années.

STADE 4

Tous T, tous I, M1

Figure 13 : stades 4 du cancer du sein
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V. Au Total

Cette nouvelle classification TNM est basée sur des données récentes. Il s’agit
d’un exemple de médecine basée sur des preuves. Elle a pris en compte les données
récentes de I'imagerie, la modification des pratiques cliniques (ganglion sentinelle,
chimiothérapie néoadjuvante) et du travail des pathologistes pour la mise en
évidence des micrométastases dans les ganglions sentinelles. Cette nouvelle
classification devrait nous permettre de mieux appréhender le cancer du sein en
terme de pronostic et de traitement et de compiler des données homogeénes.

L’avenir nous dira si cette nouvelle classification était pertinente.

38



MATERIELS
ET METHODES



I- Matériels :

C’est une étude prospective menée dans le service d’Anatomie pathologique
du centre hospitalier universitaire Hassan Il de Feés.

Pour réaliser ce travail, nous avons recueillis les cas des cancers du sein
diagnostiqués au service d’Anatomopathologie entre Janvier 2008 et septembre

20009.

II- Méthodes :

1- Fiche d’exploitation :

Pour réaliser ce travail, nous avons collecté les données suivantes :
L’identité du malade

L’age.

Le type du prélevement.

Les résultats anatomopathologiques.

Les résultats de I’étude immunohistochimique.

2- Etape macroscopiqgue :

2-1- Généralités:

La prise en charge macroscopique des pieces d'exérese mammaire a pour
objectif d'obtenir des informations concernant les aspects morphologiques,
topographiques et histoporonostiques utiles pour le diagnostic et le traitement des
Iésions mammaires.

Dans tous les cas, il est important de fournir au pathologiste des
renseignements cliniques et radiologiques.

La prise en charge macroscopique doit étre adaptée au type du préléevement

recu. Elle se déroule selon une séquence assez stéréotypée:
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Mesure dans les trois plans de l'espace de la taille du ou des fragment(s)
tissulaire(s) transmis.

Orientation du fragment tissulaire, qui dépend des repéres (fils, clips...) mis
par le chirurgien sur le prélevement.

Encrage de la surface de la piéce opératoire avec un marqueur indélébile
(encre de chine), identifiable sur les coupes histologiques.

Analyse macroscopique de la piece opératoire par la vue et le toucher (il faut
décrire et mesurer).

Fixation des prélévements. Un retard a la fixation ou une mauvaise fixation

nuisent a la qualité morphologique des coupes histologiques.

2-2- La biopsie:

Les fragments sont mesurés et examinés en totalité.

2-3- exérese partielle d'un cancer infiltrant:

Le pathologiste effectue les prélévements des limites d'exérése sur la piece
opératoire.
En pratique:
La piéce opératoire est <3cm: des sections sagittales, paralléles les unes aux
autres, sont effectuées tous les 3-4mm et repérées sur un schéma, puis la
piece est examinée en totalité.
La piéce opératoire est >3cm: une grille compléete intéressant une tranche de
section de la piece de tumorectomie prise dans sa plus grande dimension est
prélevée, ainsi que des prélevements perpendiculaires aux deux autres plans

de l'espace, a I'endroit ou la tumeur est la plus proche de la limite d'exérese.
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2-4- Mastectomie

Figure 14 : étapes de la prise en charge macroscopique d'une piéce de mastectomie

A: mesure de la piece dans les trois plans de I'espace

B: ancrage des berges de la piece

C: coupes sériées de la piece de 1cm en gardant le lambeau cutané intact

D: analyse de la piéce par la vue et le toucher, montrant une tumeur blanchatre dure et spiculée

Les prélevements systématiques effectués sur:

Les limites de résection chirurgicales périphériques et la limite profonde.

Tumeur: 3 prélevements au minimum, dans 3 directions, en incluant une
section représentative de la tumeur dans son plus grand axe.

En cas de mastectomie complémentaire apres tumorectomie diagnostique: 10
a 15 prélevements réalisés au niveau du lit de la tumorectomie antérieure.

Mamelon: 2 a 3 préléevements perpendiculaires au plan cutané, un
prélévement rétro-mammelonaire paralléle au plan cutané.

Autres quadrants: prélevements systématiques.
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2-5- Curage axillaire:

Tous les ganglions sont prélevés et inclus en totalité. Une tranche de section
représentative suffit pour les ganglions manifestement envahis a I'examen
macroscopique. Les plus grands ganglions sont coupés en tranches macroscopiques
sériées de 2mm d'épaisseur. Les plus petits ne pouvant étre coupés en tranches sont
inclus isolément ou a plusieurs en une ou plusieurs cassettes. Il est nécessaire
d'examiner un minimum de 10 ganglions pour considérer I'information pronostique
fournie par I'étude histologique d'un curage axillaire comme fiable. Dans le compte

rendu il faut préciser le nombre de ganglions de curage retrouvés.

3- Histologie :

Les différents prélevements recus au service, passent par une série de

préparation :

3.1- Obtention des coupes :

U Fixation :

La fixation a pour but de s’opposer a la déshydratation prématurée des
cellules et surtout a la putréfaction des tissus.

On utilise au service la solution de formol a 10 %, car il permet une bonne
étude immunohistochimique et de biologie moléculaire.

U Déshydratation :

L’échantillon tissulaire est fixé, puis progressivement déshydraté par passages
successifs dans des solutions alcooliques de plus en plus concentrées jusqu’a ce que
toute I’eau (des tissus et du milieu de fixation) ait été soustraite et que I’échantillon

soit totalement imprégné d’alcool absolu. L’alcool est ensuite remplacé par un
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solvant organique dans lequel peuvent se dissoudre a la fois I'alcool et la paraffine
(la paraffine n’est pas soluble dans I’alcool)

U Inclusion en paraffine chauffée :

L’échantillon est alors immergé dans de la paraffine chauffée a une
température dépassant juste son point de fusion, puisque celle-ci est solide a
température ambiante.

U Refroidissement :

Une fois I’échantillon bien imprégné, on le laisse refroidir dans un moule
rempli de paraffine qui se solidifie.

U Réalisation de coupes :

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

U Réhydratation :

Une fois les plans de coupe réalisés, ils sont déposés sur une lame de verre et
paraffine est dissoute par un solvant organique avant un temps de réhydratation par
des solutions alcooliques de plus en plus diluées. Quand la réhydratation est

achevée, les coupes sont colorées.

3.2- La coloration des coupes par Hématéine-Eosine-Safran (HES) :

- Colorer par I’lhématéine pendant 5 a 7 min (teintant les noyaux en bleu ou en
noir)

- Rincer a I’eau courante puis a I’eau distillée

- Transférer dans la carbonate de lithium (facultatif)

- Rincer a I’eau courante puis distillée

- Colorer dans une solution d’éosine a 1 % pendant 2 min (teintant le

cytoplasme en rose ou Rouge)



- Rincer rapidement a I’eau courante
- Déshydrater dans I’'alcool a 100°
- Colorer dans le safran alcoolique pendant 1 min (se fixe sur le tissu
conjonctif)
- Passer rapidement dans les alcools (Méthanol - Ethanol pour éclaircissement)
- Montage au toluéene.
La coupe, ainsi colorée, est alors protégée définitivement par une lamelle de

verre collée a I’aide d’un produit synthétique transparent qui se polymérise a I’air.

3.3- Etude en microscopie optigue :

L’observation des coupes colorées est effectuée a I’aide d’un microscope
optique. Cet appareil permet d’obtenir une image agrandie (20 a 1000 fois) par une

combinaison optique de la coupe éclairée par une lumiere qui la traverse.

4- Classification histologique :

Au terme de cette étude morphologique, les cas ont été classés selon la

classification histologique de I’OMS et gradés selon le grading de SBR.

5- Classification moléculaire :

Dans cette étude, on s'est basé sur la classification de Perou et Sorlie qui
distingue:
Le sous type luminal exprimant le gene des récepteurs aux oestrogénes et les
génes gu’il régule ou ceux co-exprimés. Ces tumeurs sont classées en deux
catégories A et B, qui different par I’expression plus élevée de récepteurs aux
oestrogenes et du récepteur alpha et une prolifération plus faible pour les

luminales A.
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Le sous type HER2 dont les tumeurs surexpriment I’'oncogéne HER2 et les genes

liés plus ou moins aux récepteurs aux oestrogenes et a la progestérone.

Le sous type basal-like ou les tumeurs sont « triple-négatifs » c’est-a-dire qu’ils

n’expriment ni les récepteurs aux oestrogéenes ni ceux a la progestérone, ni

HER2.

Enfin, le cinquieme phénotype, est celui des tumeurs dites normal-like parce

qu’il est artefactuel, provenant de la contamination des échantillons tumoraux

par les tissus mammaires normaux, il n’est donc pas utilisé en clinique.

L’analyse a été réalisée en deux étapes : une phase d’identification des différents
sous-types en utilisant les récepteurs hormonaux et le test Her-2, et une phase de
confirmation des types luminal et basal en utilisant respectivement les anticorps
anti-CK8/18 et anti-CK5/6.

Le tableau suivant résume les critéeres immunohistochimiques utilisés dans

cette étude pour la classification moléculaire.

Tableau 2 : critéres utilisés dans notre étude pour la classification moléculaire du cancer du sein

Sous type moléculaire Criteres utilisés dans cette étude
Luminal A ER (+) et Her-2 (-) et CK8/18 (+)
Luminal B ER (+) et Her-2 (+) et CK8/18 (+)
Her-2 ER (-) et Her-2 (+)

Basal ER (-) et Her-2 (-) et CK5/6 (+)

6 - Saisie et d’analyse des données :

Dans un premier temps, une analyse descriptive des caractéristiques cliniques,
histologiques et immunohistochimiques patientes a été effectuée. Pour les variables
quantitatives nous avons calculé la moyenne, la médiane, minimum et maximum

et le pourcentage pour les variables qualitatives.

46



Ensuite une analyse univariée a été faite pour rechercher I’association entre
les différents sous types de la classification moléculaire des cancers du sein et
plusieurs variables explicatives potentielles. Lors de la comparaison de groupes,
nous avons utilisé les tests paramétriques classiques (Test de Khi2, test de Student,
ANOVA) en fonction de la nature des variables a comparer.

La variable dépendante était la présence de métastases a distance. Une
régression logistique a été utilisée pour expliquer la survenue de métastases. Les
variables explicatives associées a la survenue de métastase en univariée avec un
degré de signification p<0,25 ont été retenues pour I’'analyse multivariée. Puis, on a
retiré, au fur et a mesure, les variables les moins significatives, donc ayant les plus
grands p en vérifiant a chaque étape de la modélisation, la présence de facteurs de
confusion. Cette démarche a été entreprise jusqu’a I'obtention d’un modéle ne
contenant que des variables significatives au seuil de 5%.

Lorsque I’Odds Ratio est supérieur a 1 (avec un p<0,05) le facteur étudié est
un facteur de risque de se présenter avec des métastases, alors que s’il est inférieur
a 1 il est considéré comme facteur protecteur de se présenter avec des métastases.

Pour chaque test statistique utilisé, le test était considéré comme significatif
lorsque p (degré de signification) était inférieur a 0,05.

L’analyse statistique est effectuée en utilisant le logiciel Epi-info (version 3.3.2).
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RESULTATS



|- Caractéristiques générales de la population :

Dans notre étude, on a noté 130 cas de carcinomes mammaires au sein du
service d'anatomie pathologique du CHU Hassan Il de Fes entre Janvier 2008 et

septembre 2009.

1- Répartition selon I’age :

L'age moyen était de 48 ans avec une médiane de 46 ans et des extrémes de
22 a 100 ans. La distribution de la population en fonction de I'age est représentée
dans la figure 15.

Onombre de cas

50
45
40
35
30
25
20
15
10
5
0 | | 1 1 1 1 1
<30 30-39 40-49 50-59 60-69 >70

Figure 15 : répartition des malades selon les tranches d'age.

2- Type de prélevement :

Presque la moitié des diagnostics ont porté sur des piéces de mastectomie
représentant 43 % des cas, suivis par des biopsies qui représentaient 39,7 % des cas.
La tumorectomie était réalisée dans 13,7 % des cas et la mastectomie de propreté
dans 3,1 % des cas.
Le curage ganglionnaire était associé a toutes les piéces de mastectomie et 7

tumorectomie.
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3- Type histologique :

\5‘5 O carcinome canalaire infiltrant

B carcinome lobulaire infiltrant
Ocarcinome papillaire infiltrant
Ecarcinome métaplasique

W autres

Figure 10 : représentation graphique des différents types histologiques

Sur le plan histologique, le carcinome canalaire infiltrant était prédominant
représentant 85,4 % des cas, suivis par le carcinome lobulaire infiltrant qui
représentait 5,4 % des cas. Le carcinome métaplasique était présent dans 4,6 % des
cas et le carcinome papillaire infiltrant dans 2,3 % des cas. Le reste des tumeurs était
représenté par des cas rares :

Carcinome apocrine : 0,8 % des cas.

Carcinome médullaire : 0,8 % des cas.

Carcinome indifférencié : 0,8 % des cas.
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4- Le grade SBR:

O Grade |
B Grade Il
O Grade Il

Figure 11: répartition selon le grading SBR

Selon la présente série, 27,7 % des cas étaient de grade lll.
Les tumeurs de grade Il étaient majoritaires, ils représentaient 56,9 % des cas.

Les tumeurs de grade | ne représentaient que 15,4 % des cas.

5- La taille en cm:

La taille moyenne était de 3,9cm avec une médiane de 3cm et des extrémes
allant de 0,2cm a 16cm. Seulement 17 % des patientes avait un diameétre inférieur a
2cm, la majorité des tumeurs soit 59,1 % des cas avait un diametre entre 3 et 5cm et

23,9 % des cas dépassent 5cm de diameétre.

O<2cm
O 2-5cm
B >5cm

Figure 12 : répartion des cas selon la taille tumorale
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6- La taille TNM:

Dans cette étude, on a noté un pourcentage élevé des tumeurs classées en T2 qui
représentait 35,5 %, suivi par les tumeurs classées en T4 représentant 25,6 %. La
classe T1 vient en troisiéme position avec un taux de 22,3 %. La proportion des

tumeurs classées en T3 est la plus faible, elle est de 16,5 %.

OT1 T2

aTr3fdT4

Figure 13: répartiotion de la taille tumorale selon la classification TNM

7- L'envahissement ganglionnaire:

Le curage ganglionnaire a été réalisé chez 46 % des cas soit 60 patientes / 130.

32,2 % des patientes avaient des ganglions non envahis. Les métastases
ganglionnaires étaient classées en N1 chez la majorité des patientes, soit 39,1 % des
cas. La classe N2 est retrouvée chez 25,3 % des cas. La classe N3 ne représente que

3,4 % des curages ganglionnaires réalisés.

45
40
35
30
25
20
15
10

5
O 1 1 1

NO N1 N2 N3

Figure 20 : répartion selon le staut ganglionnaire
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8- La présence de métastases a distance:

Dans notre série, seulement 24,5 % des cancers présentent des métastases a

distance, le reste demeure confiné au sein.

9- Les emboles vasculaires

Les emboles vasculaires péri-tumoraux étaient présents dans 40,5% des cas.

10- I'association avec une composante intra-canalaire:

La composante in situ était associée a la tumeur dans 38,2 % des cas.

11- Profils d'expression des récepteurs hormonaux et de I'Her2:

Les récepteurs cestrogéniques présentent un marquage nucléaire de plus de
10 % des cellules tumorales dans 59,7 % des cas contre 68 % pour les récepteurs

progestatifs.

Pourcentage (%)

100+
90+

80+ A
S
50+
40+
307
20+
10+
0

RE RP

Figure 21 : comparaison entre le taux d'expression des récepteurs oestroeniques

et des récepteurs progestatifs
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En ce qui concerne I'Her2, il est positif dans 24,6 % des cas (score 3+). Il n'est

classé score 2+ que dans 7,7 % des cas et il est négatif dans 67,6 % des cas.

Tableau 3 : répartition des cas du cancer du sein selon les résultats du test Her-2

Score Her2 Pourcentage effectif
0+ 43,8 % 57
1+ 23,8 % 31
2+ 7,7 % 10
3+ 24,6% 32

II- Classification moléculaire du cancer du sein

Des 130 tumeurs analysées, 55 (42,3 %) étaient classées de type luminal A, 20

(15,4%) de type luminal B, 18 (13,8%) de type Her-2, et 18 (13,8%) de type basal.

0O 10 20 30 40 50

Pourcentage
1 1 1 1

sous type luminal A |

sous type luminal B [N Osous type luminal A

. B sous type luminal B
sous type Her-2 Osous type Her-2
Osous type basal

sous type basal | Otumeurs non classées

tumeurs non classées

Figure 22 : répartition des tumeurs mammaires selon la classification moléculaire du

cancer du sein



Laboratoire d'anatomie pathologique CHU Hassan Il Fes

Figure 23 : carcinome canalaire infiltrant de phénotype luminal A
A: HES x400
B: immunohistochimie par les récepteurs oestrogéniques
C: immunohistochimie par I'anticorps anti-CK8/18
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Laboratoire d'anatomie pathologique CHU Hassan Il Fes

Figure 24 : carcinome canalaire infiltrant de phénotype luminal B
A: HES x400

B: immunohistochimie par les récepteurs oestrogéniques
C: immunohistochimie par I'Her-2
D: immunohistochimie par I'anticorps anti-CK8/18
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Figure 25 : carcinome canalaire infiltrant de phénotype Her-2

A: HES x400

B: immunohistochimie par I'Her-2
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1- Selon l'age:

Les sous types moléculaires du sein présentaient une différence selon I'dge du
diagnostic, mais avec un p=0,45 du fait de la petite taille de I'échantillon. Les
patientes du sous type basal étaient les plus jeunes avec une moyenne d'age de 42,5
ans, en comparaison avec les patientes du sous type luminal A qui avaient un age

moyen de 50,1 ans.

Tableau 4 : I'age moyen des différents sous types moléculaires des cancers du sein

Sous type luminal A luminal B Her-2 Basal Inclassable
(effectif) (n=55) (n=20) (n=18) (n=18) (n=19)
Age moyen (an) 50,1 47,5 45,8 44,5 50,2

2- selon le type histologique

Quant ils étaient groupés selon le type histologique, les sous types
moléculaires présentaient une différence significative (p=0,03). Parmis les tumeurs
basales, on a noté une haute prévalence des types histologiques de mauvais
pronostic: carcinome métaplasique, papillaire et indifférencié. On a noté également

une association entre le sous type luminal A et le carcinome lobulaire in situ.

Tableau 5 : répartition des différents sous types moléculaires selon le type histologqgie

Sous type luminal A luminal B Her-2 Basal |Inclassable TOTAL

(effectif) (n=55) (n=20) (n=18) (n=18) (n=19) (n=130)

Type histologique %

CClI 43,2 16,2 13,5 10,8 16,2 100
CLI 57,1 14,3 14,3 14,3 0,0 100
Autres 25 8,3 16,7 50 0,0 100
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3- Selon le grading SBR:

On a noté que les sous types moléculaires présentaient une différence
significative selon le grade SBR (p=0,001). Les tumeurs basales se caractérisaient
par le grade histologique le plus haut, contrairement aux tumeurs luminales qui se

caractérisaient par un bas grade SBR.

Tableau 6 : répartition des différents sous types moléculaires selon le grade SBR

Sous type luminal A luminal B Her-2 Basal Inclassable

(effectif) (n=55) (n=20) (n=18) (n=18) (n=19)

Grade SBR %

I 21,8 10,0 111 5,6 15,8
I 58,2 65,0 61,1 22,2 26,3
[l 20 25,0 27,8 72,2 57,9
TOTAL 100 100 100 100 100

4- Selon la présence d'emboles vasculaires:

On n'a pas noté de différence significatives entres les différents sous types

moléculaires en ce qui concerne la présence d'emboles vasculaires (p=0,30).

Tableau 7 : répartition des différents sous types moléculaires selon la présence d'emboles vasculaires

Sous type luminal A luminal B Her-2 Basal Inclassable

(effectif) (n=55) (n=20) (n=18) (n=18) (n=19)
Emboles %

Présence 50,9 55,0 77,8 66,7 63,2

Absence 49,1 45,0 22,2 33,3 36,8
TOTAL 100 100 100 100 100
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5- Selon l'association avec un carcinome in situ:

Le sous type luminal est significativement associé avec un contingent de

carcinome in situ que les autres sous types (p=0,029).

Tableau 8 : répartition des différents sous types moléculaires selon l'association avec

un carcinome in situ

Sous type luminal A luminal B Her-2 Basal Inclassable TOTAL

(effectif) (n=55) (n=20) (n=18) (n=18) (n=19) (n=130)
CIS %

Présence 55,8 15,4 15,4 5,8 19,2 100

Absence 33,3 15,4 12,8 19,2 7,7 100

6- Selon la taille tumorale:

Les sous types moléculaires présentait une différence significative selon la taille
tumorale (p=0,01). Le sous type Her-2 avait la taille la plus élevée ( 4,5cm), suivi par
le sous type luminal B (4,3cm), et le sous type basal (3,8cm), contrairement au sous

type luminal A qui était associé avec une petite taille tumorale (2,9cm).

Tableau 9 : la taille moyenne des différents sous types moléculaires

Sous type luminal A luminal B Her-2 Basal Inclassable
(effectif) (n=55) (n=20) (n=18) (n=18) (n=19)
Taille moyenne (cm) 2,9 4,3 4.5 3,8 4,1
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7- Selon I'envahissement ganglionnaire:

On a noté une différence significative entre les sous types moléculaires selon
I'envahissement ganglionnaire (p<0,05).

Parmi les tumeurs de phénotype Her-2; 86,7% étaient associées a un
envahissement ganglionnaire, suivies par les tumeurs de phénotype basal (81,3%),
les tumeurs de phénotype luminal B (68,8%), et enfin les tumeurs de phénotype

luminal A qui ne présentaient que 52,4% des cas avec envahissement ganglionnaire.

8- Selon la présence de métastase a distance:

Parmi les différents sous types moléculaires, le sous type basal est fortement

associé avec la présence de métastase, suivi par le sous type Her-2 (p<0,00001).

Tableau 10 : répartition des différents sous types moléculaires selon la présence de

métastases a distance

Sous type luminal A luminal B Her-2 Basal Inclassable

(effectif) (n=55) (n=20) (n=18) (n=18) (n=19)

Métastase %

Présence 8,2 31,6 43,8 87,5 14,3
Absence 91,8 68,4 56,2 12,5 85,7
TOTAL 100 100 100 100 100
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Ill- Analyse multivariée des meétastases a distance

Tableau 11 : analyse multivariée a la recherche de facteurs associés aux métastases

a distance

Variable OR a p

Association avec un CIS
Oui 0,30 0,04
Non 1

Classification moléculaire :

Luminal A 1

Luminal B 4.8 0,03
Her-2 8,6 0,003
basal 64,5 <0,0001

ORa : Odds Ratio ajusté

Le tableau 10 présente les résultats de la régression logistique. Notre modele
initial comportait I'age, le grade SBR, l'association avec un carcinome in situ, la
présence d'emboles vasculaires, la taille tumorale, I'envahissement ganglionnaire et
la classification moléculaire du cancer du sein.

On a retenu pour le modele final I'association avec un carcinome in situ et la
classification moléculaire du cancer du sein.

L'analyse multivariée montrait un risque de survenue de métastases moins
important chez les patientes qui ont une composante in situ. Aprés ajustement su la
classification moléculaire, on a noté que les phénotypes luminal B, Her-2 et basales
présentent un risque plus élevé que le phénotype luminal A, avec un ORa= 64,5

pour le phénotype basal (p<0,00001).

63



DISCUSSION



|. PROBLEMATIQUE DE LA PRISE EN CHARGE DU CANCER DU SEIN

Le cancer du sein est le cancer le plus fréquent et le plus meurtrier chez la
femme au Maroc. Malgré les progrés accomplis ces derniéres années, la survie
stagne autour de 70 % a 5 ans. Les indications thérapeutiques sont fondées sur des
facteurs pronostiques qui, globalement, ont peu évolué depuis une quinzaine
d'années [21]. Pourtant, ces facteurs, histologiques, cliniques et moléculaires, sont
insuffisants pour rendre compte de I'hétérogénéité évolutive de la maladie,
conduisant un certain nombre de patientes vers des thérapeutiques inadaptées,
toxiques, inutiles ou inefficaces. Etant donné la disponibilité croissante de nouvelles
molécules antitumorales, il est crucial d'améliorer la classification pronostique du
cancer du sein pour en affiner les indications thérapeutiques et améliorer la survie
des patientes.

Face aux limites des approches conventionnelles, il est apparu que de
nouvelles percées thérapeutiques ne seraient possibles qu'a travers une
caractérisation moléculaire plus globale, détaillée et objective de la maladie.

Les altérations moléculaires du cancer du sein sont nombreuses et complexes.
Certaines conduisent au cancer, d’autres concourent a un aspect phénotypique
particulier, d’autres encore au caractére rapidement évolutif ou a la réponse a
certains types de chimiothérapie.

Donc, linitiation et la progression du cancer du sein sont un processus
comportant des changements moléculaires multiples, dont beaucoup sont reflétés
par des changements d'expression de genes au niveau des cellules malignes.

Les exemples de tels génes incluent ERBB2, CCDN1, MYC, UPA et PAI1 [23]. Il
est ainsi probable que ces génes aient limité la puissance prédictive une fois
considérée isolément, mais que leur pertinence clinique peut étre augmentée quand

plusieurs genes sont considérés ensemble.
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Ceci implique que les cancers du sein sont un groupe hétérogene de tumeurs.
La base génétique polygénique et multifactorielle de la maladie confere a chaque
tumeur un phénotype et un potentiel évolutif propres [22]. Cette hétérogénéité mal
appréhendée par les parameétres pronostiques actuels est une raison majeure des
échecs thérapeutiques. Tandis que la plupart des patientes atteintes de cancer de
sein recoivent la chimiothérapie, moins de 20% d’entre elles auront une réponse
anatomopathologique compléte (disparition des cellules invasives dans les
échantillons pathologiques de tissu), qui prévoit fortement la survie a long terme
[21]. En conséquence, le taux de survie sans métastase des patients recevant la
chimiothérapie néoadjuvante est seulement 60% [21]. Il y a un besoin véritable
d'identifier les parameétres qui pourraient exactement prévoir l'efficacité de ce
traitement pour chaque patiente.

Le développement récent des outils efficaces pour surveiller I'expression de
geéne sur une grande échelle fournit de nouvelles perspicacités dans la participation
des réseaux de géne et des voies de normalisation dans divers processus de tumeur.
Il a également mené a la découverte de nouveaux indicateurs diagnostiques et
pronostiques, et a l'identification de nouvelles cibles thérapeutiques. Ces outils
incluent les microarrays d'ADN, qui peuvent étre employés pour explorer
I'expression des milliers de génes a la fois, et les analyses en temps réel de RT-PCR
pour des études plus précises et plus quantitatives de I'expression d'un plus petit

nombre de génes choisis [4].
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[I.BASES IMMUNOHISTOCHIMIQUES

L’immunohistochimie en pathologie mammaire a pris une place de plus en
plus importante au cours des derniéres années, elle apporte les parameétres
indispensables de la définition du pronostic et fournit le statut de marqueurs
prédictifs de réponse a des thérapeutiques ciblées ou cytotoxiques classiques [24].

L’identification des sous-types moléculaires du cancer du sein met en lumiére
I’hétérogénéité de ces tumeurs, de leur pronostic et de leur réponse au traitement.
Le sous-type basal-like correspond le plus souvent a des carcinomes de grade llI,
triples négatifs (RO-, RP-, HER2-) et exprimant les cytokératines de haut poids
moléculaire (CK5/6, CK14) ou I’EGFR. Cette entité est associée a un pronostic tres
péjoratif qui devrait dans un avenir proche bénéficier d’une prise en charge
thérapeutique spécifique [4-6]. Il est donc utile de rechercher I’expression des
marqueurs basal-like parmi les tumeurs triples négatives de grade lll.

La détermination immunohistochimique des marqueurs pronostiques et
prédictifs de réponse aux traitements adjuvants et aux thérapeutiques ciblées est
indispensable. La détermination du statut des récepteurs aux oestrogenes et a la
progestérone et du statut de HER2 doit étre faite au diagnostic initial.

L’évaluation de la prolifération par immunohistochimie est parfois utile, en
particulier quand les lésions carcinomateuses infiltrantes sont de trop petite taille et
que le grade histopronostique ne peut étre établi selon les régles de Elston et Ellis
avec une évaluation de I'index mitotique sur 10 champs a fort grandissement.

Les marqueurs superflus sont ceux dont la valeur diagnostique, pronostique
ou prédictive, n’est pas validée ou incontestée, ou bien encore dont la détermination
par d’autres méthodes s’avere plus fiable comme c’est le cas du statut de TP53

fourni par séquencage [24].
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1. Technigue

1-1 choix de I’échantillon pour la technigue immunohistochimique :

En régle générale, un seul bloc de paraffine est suffisant pour réaliser la
technique immunohistochimique [25-26]. L’échantillon utilisé doit étre représentatif
de la tumeur et de ses diverses composantes lorsque cela est nécessaire. Il est
idéalement accompagné de tissu non tumoral pour servir de témoin (prélevement
réalisé a l'interface entre la tumeur et le tissu environnant ou fragment tumoral
accompagné d’un autre fragment prélevé dans une zone non tumorale et inclus dans
le méme bloc). Sauf impossibilité, la technique immunohistochimique ne doit pas
étre réalisée sur le fragment congelé pour I’examen extemporané, car les résultats
peuvent étre aléatoires [27]. Il est pratiqué, lorsque cela est possible, de sélectionner
lors de la macroscopie un échantillon bien taillé de 15mm de c6té au plus et de
3mm d’épaisseur maximale, avec peu ou pas de graisse, destiné a I’étude
immunohistochimique. L’utilisation de coupes préalablement stockées a
température ambiante pendant plusieurs mois ou années ne permet pas d’obtenir

des résultats fiables [28].

1-2 fixation - imprégnation en paraffine:

La maitrise des conditions de fixation est un des éléments majeurs de la
fiabilité de I’étude immunohistochimique [29]. Le délai avant fixation doit étre le
plus court possible [27]. La tumeur doit étre tranchée pour permettre une bonne
pénétration du fixateur dans le tissu. Le temps de fixation idéal avec le formol
tamponné est de 24 heures [27]. L’utilisation d’une durée de fixation standardisée
améliore la reproductibilité. Une fixation prolongée (48-72 heures) est sans
conséquence sur la production d’un signal immunohistochimique correct lorsque la
restauration antigénique est adaptée, alors qu’une fixation incompléte entraine un

résultat médiocre [27].
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Un changement régulier des solutions dans les automates d’imprégnation en
paraffine influe favorablement sur la qualité des coupes, la tolérance des tissus aux
conditions de restauration antigénique par la chaleur et sur les résultats

immunohistochimiques.

1-3 adhérence des coupes:

Les coupes doivent étre étalées sur des lames recouvertes d’un adhésif
performant (lames silanisées, lames en verre prétraité) et séchées pendant au moins
une heure & 56-58°C et/ou toute la nuit & 37°C. Une baisse de I’intensité du signal
immunohistochimique a été notée dans certains protocoles, lorsque le séchage des
coupes est effectué a 56-58°C pendant plus d’une heure mais n’a pas été retrouvée
dans d’autres études [30]. La finesse des coupes (2-3 microns) favorise une

meilleure adhérence [31].

1-4 restauration antigénique par la chaleur:

Cette étape est essentielle et indispensable avec la majorité des anticorps [32-
33]. Elle est facultative avec I’'anticorps KD68 mais améliore parfois les résultats
obtenus avec celui-ci [34]. La restauration antigénique peut étre effectuée dans un
four a micro-ondes, un autocuiseur, un autoclave, une étuve, un bain marie ou un
dispositif de cuisson a la vapeur [35-36]. Les tampons les plus utilisés sont le citrate
0,01M, pH6 ou I'EDTA 1mM, pH8. Bien que certaines études suggeérent que le
chauffage a hautes températures sous pression puisse produire les meilleurs
résultats [36-29], il semble possible d’obtenir des résultats appropriés avec chaque
type de chauffage sous réserve que la température atteinte et le temps d’exposition
a cette température soient adaptés : par exemple, deux minutes sous pression dans
un autocuiseur (température aux environs de 120°C) sont équivalents a une nuit a

I’étuve a 60 °C. Chaque laboratoire doit effectuer un calibrage de son temps de
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restauration antigénique, en sachant qu’il vaut mieux pratiquer un temps de
restauration antigénique un peu plus long que court, dans la mesure ou un temps
prolongé ne génére pas de faux positifs [37]. Cependant, I'utilisation d’un temps de
restauration antigénique long nécessite une préparation parfaite des coupes pour
éviter les phénoménes de décollement. Les protocoles utilisant une restauration
antigénique a des températures inférieures a 100°C produisent moins d’artéfacts

[38]. Leur contrepartie est un allongement du temps technique.

1-5 anticorps primaires:

Sur coupes de tissus fixés et inclus en paraffine, les anticorps donnant des
résultats corrélés avec les méthodes biochimiques et significatifs sur le plan clinique
sont :

— pour le récepteur aux oestrogénes : le clone 1D5 [39] et le clone 6F11 [40];

— pour le récepteur a la progestérone : les clones 1A6 et KD68 [41].

— pour I'HERZ2: I'anticorps polyclonal DAKO DA485 et 4B5 Ventana [29].

1-6 systemes révélateurs:

Les systemes révélateurs (principalement systémes avidine-biotine ou
streptavidine-biotine), les marqueurs enzymatiques (peroxydase de raifort et plus
rarement phosphatase alcaline), et les chromogenes (pour la peroxydase,
diaminobenzidine ou amino-ethyl-carbazole) qui sont couramment utilisés
permettent d’obtenir de bons résultats. L’avantage de la diaminobenzidine est de
produire des marquages s’altérant peu au stockage. L’'usage de systéemes
comportant une amplification du signal (catalyse par la tyramine) n’est pas

nécessaire.
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1-7 contre coloration:

La contre coloration doit étre minime, suffisante pour visualiser tous les

noyaux et pas trop forte pour ne pas empécher I'appréciation de marquages faibles.

1-8 automatisation:

Les automates ne produisent pas forcément des résultats supérieurs a la
technique manuelle mais peuvent améliorer la reproductibilité interne. Actuellement,
ils ne prennent pas en charge la restauration antigénique par la chaleur qui est une
étape-clé dans la détection immunohistochimique des récepteurs hormonaux sur
coupes en paraffine. Pour certains anticorps primaires ont été décrits des effets
délétéres dus a certains additifs rentrant dans la composition des tampons utilisés

dans les automates [42].

1-9 témoins :

Glandes non tumorales (témoins internes)

Chaque fois que cela est possible, I’échantillon a analyser doit inclure du tissu
mammaire non tumoral (structures épithéliales normales, dystrophiques ou
hyperplasiques) pour servir de témoin interne. Exceptionnellement, une analyse
minutieuse peut ne pas retrouver de marquage du tissu mammaire non tumoral, en
raison de variations physiologiques ou étant donné la proportion parfois trés faible
d’éléments non tumoraux marqués [25-29].

Témoins externes

Le témoin externe qui fournit les informations les plus pertinentes sur la
performance technique est représenté par un cas faiblement positif. Un cas
fortement positif, un cas faiblement positif et un cas négatif peuvent étre regroupés
dans un seul bloc. Les lames témoins sont coupées dans le bloc a chaque emploi. Si

elles sont préparées a I’avance, les lames témoins doivent étre utilisées dans les
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deux mois car, au-dela, leur réactivité devient aléatoire [43]. Le stockage des blocs
témoins ne nécessite pas de condition particuliere. Les témoins externes ont
plusieurs usages : calibrage de la technique a chaque changement de lots
d’anticorps ou de systeme révélateur; utilisation en tant que témoin lorsque
I’échantillon ne renferme pas de témoin interne ou comporte des glandes non
tumorales négatives. L’utilisation systématique de témoins externes lors de chaque
technique est recommandée. Elle est indispensable pour conclure qu’une tumeur ne
contient pas de récepteurs hormonaux lorsqu’il n’est pas observé de témoin interne

positif [29].

2. Lecture

2-1 Récepteurs hormonaux :

2-1-1 appréciation des marquages:

L’appréciation doit se faire sur I’ensemble de la lame. A la lumiére des
connaissances actuelles, seul le marquage nucléaire d’éléments carcinomateux
invasifs a une valeur clinique reconnue. Le marquage nucléaire peut parfois étre
accompagné d’un léger marquage cytoplasmique dont la présence ne doit pas faire
invalider la technique. Lorsque le marquage cytoplasmique est prédominant, ou
lorsqu’il est important en intensité et en étendue, il est recommandé de
recommencer la technique et, si cette prédominance persiste, de formuler les
résultats avec réserves. L’analyse des marquages doit aboutir a déterminer le
pourcentage de cellules marquées par rapport a I’ensemble des cellules
carcinomateuses dans le contingent invasif et a apprécier I’'intensité moyenne de ce
marquage (0O = absence de marquage ; 1 = marquage faible visible seulement a un
fort grandissement ; 2 = marquage d’intensité moyenne repérable a un faible

grandissement; 3 = marquage de forte intensité apparaissant tres nettement des le

faible grandissement) [25].
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2-1-2 chiffrage des résultats — valeur seuil:

I N’y a pas de consensus international sur les valeurs-seuils et sur la
formulation des résultats immunohistochimiques des récepteurs hormonaux. Il est
néanmoins recommandé d’utiliser comme seuil la valeur de 10 % de cellules
marquées, sans prendre en considération l'intensité du marquage. Ce choix est
justifié par les arguments suivants :

— ce seuil de 10 % de cellules marquées a été utilisé par plusieurs études

avec corrélation clinique [44-45]
— il est pratiquement équivalent a d’autres seuils utilisés (positivité a partir
d’une cellule marquée ou de 5 % de cellules marquées) [25];

— et il constitue un parameétre relativement reproductible.

En pratique, I'appréciation de ce paramétre ne nécessite pas I’emploi d’un
analyseur d’images. Le résultat formulé sur la base de ce seuil de 10 % de cellules
marquées peut étre accompagné d’un score prenant en compte a la fois I'intensité et
le pourcentage, notamment si ce parameétre a été validé par le laboratoire a partir

d’études corrélatives avec la biochimie ou avec la clinique.
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Figure 27 : recépteurs progéstatifs d'intensité ++ sur 90% des cellules tumorales
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Figure 28: recépteurs oestrogéniques d'intensité +++ sur 95% des

cellules tumorales

2-1-3 interprétation des tumeurs sans marquage avec glandes non tumorales

négatives ou absentes:

La technique doit comporter impérativement des témoins externes qui
prennent toute leur valeur si la tumeur a été fixée selon des modalités comparables
a celles des témoins. Lorsque les conditions de fixation de la tumeur sont mal
connues ou différentes de celles des témoins externes, il est conseillé de formuler
I’interprétation avec des réserves et de considérer le marquage d’autres parameétres
(MIB-1 notamment). La technique peut étre refaite en prenant un autre bloc de
tumeur. Dans des conditions techniques optimales et lorsque la tumeur est
accompagnée de deux ou trois lobules mammaires non tumoraux, la présence de
quelques noyaux de glandes non tumorales marqués avec une intensité au minimum

moyenne est observée de facon pratiguement constante [25].
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2-2 I'HER-2 :

2-2-1 appréciation des marquages:

Le signal immunohistochimique spécifique est un marquage membranaire
intense et complet des cellules néoplasiques. Ce signal « en maille de filet » peut
étre également observé dans les carcinomes intracanalaires, le plus souvent de haut
grade. Seul un marquage du contingent carcinomateux invasif doit étre pris en
compte dans I’évaluation du statut ERBB-2 dans la perspective d’un traitement par
Herceptine®. Un marquage cytoplasmique seul n’est pas significatif. Il peut étre
associé avec le marquage membranaire, principalement avec les anticorps dirigés
contre la portion cytoplasmique. Il s’observe plus frequemment dans des tissus fixés
avec des fixateurs alcooliques et peut étre génant en cas d’évaluation par analyse
d’image. Un signal dans le parenchyme mammaire normal témoigne d’un niveau de
sensibilité trop élevé de la technique, détectant un niveau d’expression normal de
ERBB-2 [46]. Ces aspects s’observent en particulier en cas de démasquage

antigénique préalable par la chaleur et avec les anticorps polyclonaux.

2-2-2 chiffrage des résultats:

Il faut transcrire le résultat et I'exprimer selon le score utilisé pour la décision

thérapeutique [47] :

- Au faible grandissement (Objectif X2 ou X4) : si la majorité des cellules
tumorales présentent une positivité nette et distincte, il s'agit d'un 3+, a
controler au X10. Le score 3+ se porte au faible grandissement (marquage
membranaire intense et complet de plus de 30% de cellules tumorales).

- Au grandissement moyen (Objectif X10) : s'il y a un marquage net de la
majorité des cellules, mais a un niveau moindre qu'un 3+, il s'agit d'un 2+ ;
si le marquage est moins distinct, incomplet et « demande » a étre observé

a un grandissement supérieur, il s'agit d'un 1+. Les scores faibles (1+, 2+)

75



se portent au grandissement moyen et se confirment au fort (X40)
grandissement. Si I'on doit vérifier a I'objectif X20 ou au X40, l'intégrité d'un

marquage membranaire, il ne peut pas s'agir d'un 3+.
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Figure 29 : HER2 score2+

Fleche: marquage membranaire complet et faible

Dans le compte rendu final, qui est conclu par le score a usage thérapeutique,

doivent figurer en clair le pourcentage et l'intensité des cellules marquées [46].

Tableau 13 : score HER2 utilisé par I'AMM de Herceptine

Score Marquage Interprétation Indication d'Herceptine
o Absence Négatif Non
<10% cellules +
1+ >10% cellules +, marquage Négatif Non

membranaire incomplet et faible.

>10% cellules +, marquage Cas douteux Faire FISH avant
2+ membranaire complet et décision thérapeutique
faible/modéreé.
>30% cellules +, marquage Positif Oui
membranaire complet et intense.

3+
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[I1- BASES GENETIQUES

Comme dans les autres organes, il est devenu évident que le cancer du sein
survient a la suite de lésions cumulatives d'un ou plusieurs génes, incluant
I’activation d’oncogénes (exemple par amplification génique), et par inactivation de

génes suppresseurs de tumeurs (exemple par mutations et délétions géniques.

1- Altérations génétiques somatigues dans le cancer du sein

1-1 Méthode d’étude des altérations somatiques

1-1-1 Mesure du contenu en ADN

La cytométrie en flux permet, aprés coloration des noyaux par un colorant
spécifique de I’ADN, de mesurer la quantité d’ADN, proportionnelle a la quantité de
fluorescence émise par les cellules. Une forte proportion des tumeurs du sein

(environ 70 %) est aneuploide.

1-1-2 Analyse cytogénétigue

Au premier regard, I’observation d’un caryotype de tumeur de sein ne montre
qu’un ensemble complexe d’anomalies chromosomiques que I’on aurait tendance a
prendre pour le reflet de perturbations non spécifiques. Pourtant, certaines de ces
anomalies semblent récurrentes apportant ainsi de précieux renseignements sur la
localisation de genes potentiellement impliqués dans ce cancer [48]. Par exemple, le
chromosome 1, le plus fréequemment altéré dans les tumeurs du sein, est affecté par
des monosomies 1p, des polysomies 1q, des isochromosomes 1q ainsi que des
délétions télomériques du bras court. D’autres pertes (3p24,p26 ; 622,927 ;

11922,925 ; et 17p13,1) et gains (8q) sont aussi frequemment observés.
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1-1-3 Hybridation in situ

Elle permet de mettre en évidence des régions amplifiées ou perdus du génome.
Cette technique a ainsi permis de caractériser une vingtaine de régions
chromosomiques amplifiées et délétées dans les tumeurs du sein [49]. Certaines de
ces régions, précédemment détectées par des techniques cytogénétiques et
moléculaires, semblent associées a des oncogenes — 8pll (EGFR1), 8924 (MYC),
11913 (CCND1) et 17912 (ERBB2) -ou a des génes suppresseurs de tumeurs connus-

13g14 (RB1), 17p13 (TP53) [48].

1-1-4 Analyse moléculaire

Les anomalies génétiques les plus fréiquemment observées dans les tumeurs
du sein sont des amplifications d’ADN, principalement au niveau de proto-
oncogeéenes, de facteurs de croissance et de leurs récepteurs, mais aussi des
mutations, des hyperméthylations et des pertes d’allele (LOH pour loss of

heterogysosity) qui pourraient inactiver des génes suppresseurs de tumeurs [50].

1-2- Geénes altérés dans le cancer du sein

1-2-1 Amplification et surexpression de proto-oncogenes

Trois proto-oncogenes ont été trouvés amplifiés dans plus de 15 % des
tumeurs mammaires :

Proto-oncogéene MYC :

Ce géne, localisé en 8924, code pour un facteur de transcription impliqué
dans la croissance et la différentiation cellulaire et dans I’'apoptose [51]. Cependant,
il ne possede pas encore d'application thérapeutiques

Proto-oncogéene ERB-B2

Ce géne appartient a la famille des genes ERB-B dont le premier découvert

(ERB-B1 ou EGFR) est le récepteur de I'EGF (epidermal growth factor). Plus
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récemment, deux autres genes de cette famille, ERB-B3 et ERB-B4, ont été identifiés.
Cette famille multigénique code pour des récepteurs trans-membranaires a activité
thyrosine kinase. A ce jour, il n’est pas connu de ligand spécifique ou du récepteur
Erb-B2. En fait, Erb-B2 ne serait pas un récepteur a part entiére, mais un modulateur
de signaux transmis par l'intermédiaire des récepteurs Erb-B1 (EGFR), Erb-B3 et
Erb-B4 en formant des hétérodimeéres avec ces dernieres [52]. Bien que les quatre
genes de la famille Erb-B semblent tous intervenir dan I’'oncogenése mammaire, seul
le géne Erb-B2 est significativement amplifié dans les tumeurs du sein. Il est
surexprimé dans environ 20 % des cancers du sein invasifs et dans 60 % des

comédocarcinomes [50].

Cytopl asmae

Prolifération

Figure 30 : voie de signalisation de I'Her-2

Proto-oncogéene CCND1

Ce gene code pour la cycline D1. La surexpression de ce géne a été identifiée
dans des adénocarcinomes mammaires des souris transgéniques [53].

D’autres génes ont été trouves amplifiés & moindre taux (10 % et moins) dans
des tumeurs mammaires. C’est le cas des genes FGFR1 (8pl11) et FGFR2 (10g26), qui

codent pour deux récepteurs membranaires de facteurs de croissance de la famille
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FGF (fibroblast growth factor), et du géne IGF1R (15g26) codant pour le récepteur de

I'IGF1 (insulin-like growth factorl) [50].

1-2-2 Inactivation de génes suppresseurs de tumeurs

Le groupe des génes BRCA

Il y a deux génes connus dans le groupe de ces génes : BRCA1 et BRCA2. lIs
ont été découverts en 1994 et 1995 et ils sont localisés sur les chromosomes 17 et
13 respectivement [54].

Les études épidémiologiques indiquent qu'une femme porteuse d'une
mutation de BRCA1 présente un risque de cancer du sein au cours de sa vie (risque
cumulatif) de 80 %, ce chiffre est & comparer avec celui d’'une population féminine
sans anomalie génétique qui est de 8 %. Pour le géne BRCA2 le risque de cancer du
sein est de 50 a 85 %. La survenue du cancer est dans ce cas plus tardive qu'avec

une mutation de BRCA1 [50-55].
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Les génes BRCA1l et BRCA2 codent pour des protéines impliquées
physiologiquement dans la réparation des lésions de I’ADN. BRCA1 est une protéine
clé dans la détection de lésions de différentes natures, cassures simple et double-
brin, anomalies nucléotidiques, dans I’adaptation du cycle cellulaire a la phase de
réparation ainsi que dans la mobilisation des protéines de réparation proprement
dites. BRCA2 apparait avoir un rbéle plus spécifique dans la recombinaison
homologue [55]. Bien que BRCA1l et BRCA2 aient une expression ubiquitaire, le
risque tumoral, secondaire a I'inactivation complete de I'une ou l'autre de ces
protéines, est principalement mammaire, et dans une moindre mesure ovarien.
L’hypothése la plus communément admise pour expliquer ce paradoxe repose sur le
role des oestrogénes qui, par leur effet mutagene direct et leur effet prolifératif
indirect, favoriseraient I’émergence du processus tumoral [56].

Un grand nombre de mutations peuvent affecter BRCAL1: environ 500, et elles
sont réparties tout le long du géne; de méme pour BRCA2: environ 300 mutations
qui sont, elles aussi, réparties sur toute la longueur du gene. En effet il faut
rechercher chacune de toutes les mutations possibles pour chacun des deux genes,
pour pouvoir affirmer I'origine génétique des cas de cancers de la famille. Apres la
premiére identification, les dépistages au sein de la famille sont plus simples car la
modification génique précédemment identifiée est la seule a étre recherchée [57].

Le géne TP53

Le gene TP53 est localisé sur le chromosome 17p (voir carte chromosomique
ci-dessus). Les mutations germinales du géne TP53 sont dominantes. Ce géne code
pour une phosphoprotéine nucléaire de 53kd. Elle a deux réles principaux
régulateur négatif de la croissance et de la prolifération cellulaire ; réparation des
altérations de I'ADN. En cas de modification de la molécule d'ADN, la protéine p53
arréte le cycle cellulaire en phase G1, permettant aux mécanismes de réparations de

I'ADN de se mettre en oeuvre avant la duplication de ce dernier. La protéine p53 est
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aussi un acteur de la mort cellulaire programmée. Une inactivation du géene TP53
permettrait le maintien des modifications de I'ADN et de ce fait un développement a
terme, de cellules malignes [58-59].

Le gene TP53 serait impliqué dans environ 25 a 30 % des cas de cancers du
sein. Bien que les mutations germinales du géne TP53 soient présentes dans toutes
les cellules somatiques, les tumeurs malignes, dont les mutations sont la cause, ne
sont présentes que dans les cellules de certains organes, les cellules cibles [18-59-
60]. Les mutations de la lignée TP53 augmente de facon générale le risque de cancer
et plus fortement le risque de cancer du sein. L'ensemble des problémes causés par
ces mutations a été appelé le syndrome de Li-Fraumeni [18].

Le géne ATM

En 1999, une équipe américaine a mis en évidence une interaction entre deux
génes de l'organisme dont les mutations simultanées pourraient étre a l'origine de
10 % de tous les cancers du sein. Ces deux genes sont BRCA1 et ATM. Le géne ATM
est localisé sur le chromosome 11g22-23, il a été caractérisé en 1995. Ses rbles
sont divers : il participe aussi bien au contréle du cycle cellulaire (G1 et G2), a la
réparation des cassures double-brins, a la recombinaison au cours de la méiose,
qu'a la maturation des géenes d'immunoglobulines. La portion codante est grande :
12 000 paires de bases. C'est au niveau de la réparation des cassures double brin de
I'ADN qu'il y a interaction entre les deux genes : un des produits du gene ATM est
responsable de la phosphorylation de la protéine BRCAL, nécessaire a la réparation
des cassures dans les doubles brins d’ADN aprés action de radiations ionisantes
[61].

Tres peu d’autres génes suppresseurs de tumeur montrent la présence d’un
taux non négligeable de mutations somatiques dans les tumeurs. On peut
cependant noter le géne CDH1 codant pour la cadhérine E qui semble muté

spécifiquement dans les carcinomes lobulaires invasifs [50].
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2- profils d’expression génique en cancérologie mammaire

Les récentes avancées dans la connaissance de la génétique moléculaire,
associées aux nouvelles techniques a haut débit, offrent I'opportunité d’identifier de
nouveaux marqueurs diagnostiques, pronostiques, ainsi que de nouvelles cibles
thérapeutiques. La technique récemment développée des « tissue microarrays »
(TMA) autorise la fabrication d’un profil d’expression moléculaire sur des
échantillons cliniques. Le pathologiste est maintenant capable d’établir ce profil sur
une tres large échelle de I'immunohistochimie (IHC), de I’hybridation in situ en
fluorescence (FISH) ou de I’hybridation in situ sur ARN (CISH).

Cette méthode offre de nombreux avantages : trés grand nombre de cas
analysés simultanément pour de tres nombreux marqueurs, techniqués dans des
conditions identiques, sur des quantités faibles de matériel d’archive, donnant une
excellente corrélation avec les méthodes standards, tout en permettant une
économie de temps, d’anticorps ou de sondes.

La puce a ADN (DNA microarray ou DNA chip en anglais) définie un ensemble
de procédés caractérisés par un méme schéma expérimental : un acide nucléique
(ADN/ARN) a caractériser, la cible, est extrait d’un groupe homogene de cellules ou
d’un tissu d’intérét, puis « marqué » (coloré avec un composé fluorochrome ou
marqué radioactivement) et co-hybridé avec un acide nucléique provenant d’un
groupe cellulaire témoin, sur un support solide (lame de verre, membrane de
nylon...) présentant a sa surface entre 100 et 100 000 spots d’acides nucléiques

immobilisés, a séquences et emplacements connus, les sondes [62-63-64-65].

83



Echantillon puce 4 ADN Analyse des données

S5

oligonucleotide array
(Affymetrix) ========
EEFEE B
EREEEE
EEEE Bn
> EEEEEEEN

®
@ oligonucleotide array

(Rosetta/ Agilent)

predictive classifier

Tissu tumoral

analyse de I'mage
identification des génes
analyse non supervisée en groupe

s isolation de I'ARN

[ )
[ ]
s pénération selon la biopuce : cDNA array " At ?
® classification supervisée
[ ]
[ ]

validation d'une série de génes prédietifs
analyse d’échantllons non carcténsés

1) ARN¢ biotinylé
2) Cy3 and Cy5 marqué cRNA i
3) Cy3 and Cy5 marqué cDNA * lavage

® scanner

L hj.'|) rdation

Figure 31 : vue schématique des différentes étapes d’analyse des cellules tumorales
par les biopuces d’expression. Le marquage de la cible differe selon le type de
biopuce utilisé tandis que I'analyse des résultats d’hybridation n’est pas spécifique

d’une méthode donnée.

Selon le type de biopuces a ADN utilisé, il sera possible d’étudier le génome
ou le transcriptome d’un groupe homogéne de cellules (ou un tissu). L’ADN
génomique d’intérét est extrait de deux groupes de cellules, un échantillon témoin
et un échantillon de cellules d’intérét. L’ADN d’intérét, marqué en rouge par
exemple, est co-hybridé sur la lame avec ’ADN génomique témoin coloré en vert.
L’intensité et la couleur du signal émis en fin d’hybridation par chacun des spots
d’ADN génomique permettent de déterminer le type d’altération génomique pour ce
fragment d’ADN. Ainsi un spot rouge démontrera une sur-représentation de cette

région d’ADN génomique dans les cellules étudiées (amplification, duplication),



tandis qu’un spot vert démontrera une perte de matériel génétique pour cette région
d’ADN génomique (délétion, perte d’allele).

Si la premiéere publication rapportant le dép6t d’acide nucléique sur une lame
de verre traitée date de 1991, la premiere application du dép6t d’ADN sur des lames
de verre traitées, afin d’étudier en une seule expérimentation les échantillons
complexes d’ADN, a été réalisée par le laboratoire de Patrick Brown a I'université de
Stanford aux Etats-Unis, dés 1995 [66]. Cette méme équipe a appliqué la technique
des biopuces a ADN a I’étude des états d’expression d’un groupe cellulaire tumoral,
a un moment donné [67]. Ces travaux constituent la base technique d’un grand
nombre d’études utilisant les microarrays [68].

C’est en cancérologie que I'utilisation des biopuces est désormais la plus
courante. Ainsi, il est possible de déterminer I’état d’expression de groupes
tumoraux définis et homogeénes (profiling) avec pour finalité une classification des
tumeurs fondée sur ces profils d’expression (clustering) [69]. La plupart de ces
classifications réalisées a partir des profils d’expression génique de tumeurs
recoupent les classifications anatomopathologiques et/ou immunohistochimiques,
mais font également apparaitre de nouveaux sous-groupes tumoraux de définition
ou d’évolution différentes des précédents [70]. Cela permet de confirmer en partie la
réalité phénotypique des résultats des biopuces et d’appréhender la diversité
biologique pour une méme tumeur.

Pour des raisons essentiellement techniques (homogénéité tissulaire et facilité
d’obtention des cellules tumorales), les leucémies et lymphomes ont été parmi les
premiéres tumeurs étudiées, classées puis prédites [71]. Pour le cancer du sein, les
premiéres études ont été effectuées sur des lignées cellulaires tumorales. Elles ont
permis d’affiner les méthodologies expérimentales puis de montrer qu’il était
possible de séparer deux lignées cellulaires sur la base de leurs différences

d’expression génique. Elles ont permis aussi de caractériser certaines régions
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géniques cibles altérées dans les tumeurs du sein (régions chromosomiques 17ql12
et 17923) [72]. Les travaux ont été poursuivis sur des échantillons tumoraux et se
classent en deux catégories: utilisation de profil d’expression génique pour
différencier des états tumoraux ou détermination de séries de génes utilisables
comme marqueurs prédictifs d’évolution tumorale.

Initialement, les auteurs ont choisi de décrire des différences d’expression
génique entre tissu tumoral mammaire invasif sans distinction claire de sous-
groupes histologiques et tissus mammaires sains [73]. Ces premieres données
montrent la corrélation de la surexpression du gene ERBB2 dans les tumeurs
mammaires de mauvais pronostic (N+) et la distinction sur le profil d’expression
génique entre tumeurs mammaires exprimant le récepteur aux cestrogenes (RE+) et
celles ne le présentant pas (RE-). Puis cing équipes ont publié des données de
biopuces utilisées pour classer, corréler puis prédire I’évolution de cancers du sein.

Tout d’abord, I’équipe de Brown et Botstein (Stanford, Etats-Unis), en lien avec
celle d’Anne-Lise Borresen-Dale (Oslo, Norvege), a choisi comme stratégie d’étude
des tumeurs du sein la définition de sous-groupes de tumeurs fondée sur les profils
d’expression génique de plusieurs centaines de génes. Utilisant entre 496 et 534
genes, ils ont documenté la possibilité de séparer des tumeurs RE+ et RE- et
définissent, parmi ces catégories, quatre groupes de tumeurs du sein : basal-like,
ERBB2 surexprimé, normal-like et luminal/epithelial RE+ [74]. Utilisant de nouvelles
méthodes statistiques, ils ont précisé leurs groupes en divisant en deux sous-
groupes A et B le groupe luminal/epithelial, puis en corrélant les groupes basal-like
et luminal B a un mauvais pronostic [75]. Ces corrélations ont été précisées sur des
groupes indépendants de tumeurs du sein déja étudiés et publiés par les équipes de
Bernards (Amsterdam, Pays-Bas) et Nevins (Durham, Etats-Unis), confirmant ainsi en
partie la robustesse de leur approche statistique et la pertinence biologique de leurs

groupes de tumeurs [76].

86



A lemeurs du san sporadiques
i ;.,'n.._-\ b .-1--1- arm
turmedr < 5 em E:
rans arinee mnhonmaen (LN = '5'
L et i E X
" ﬂ'_:n.:-_- wl RO A peiled . _: 5 ;,
'-'-FF‘- I T ‘1 i ]
- = T
M éramanes Pas de mémsiases Ly =
E 2 -
< Sans = S ans o E =
B
i
Bl
ull
2 e o il T R I N I RS e e R R ey T — = =
A
i I
20
L]
C I il 1
B
=
I i 1

Figure 32 : étude de la corrélation entre le profil génomique de 78 cas de cancer du sein
et leur potentiel métastatique: les tumeurs exprimant certains génes "d'agressivité" comme

FGF sont associées a un risque métastatique plus important [70]
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V. LES SOUS TYPES DES CANCERS DU SEIN

Comme l'on a déja cité, Les études du développement canalaire du sein
normal suggere I’existence d’une cellule progénétrice (souches ou basale) qui, par
deux lignées séparées, donne naissance a deux types de cellules matures : la cellule
épithéliale luminale interne (glandulaire) et la cellule myoépithéliale externe [77-78].
Les protéines de filaments intermédiaires nommeées cytokératines sont exprimées en
des combinaisons différentes dans ces deux distincts types cellulaires épithéliales.
Par exemple, les cytokératines basales CK5, CK6, et CK14 sont exprimées dans la
majorité des cellules myoépithéliales mammaires, tandis que les cytokératines CKS8,
CK18 et CK19 sont caractéristiqgues des cellules Iluminales. Les études
immunohistochimiques ont suggéré de plus loin que I’'expression des cytokératines
est conservée pendant la cancérogenése, ce qui permet la discrimination des sous
types immunophénotypiques des cancers du sein : basal/myoépithélial et luminal.

Selon les études basées sur la génétique, plusieurs équipes ont proposé
d'identifier les sous-types moléculaires en utilisant les outils diagnostiques
conventionnels. Des sous-classes moléculaires ont été d'abord définies selon les
récepteurs aux oestrogenes (ER), les récepteurs aux progestatifs (PR) et I'expression
Her2 par I'immunohistochimie (IHC). Dans cet arrangement, le sous-type Her2 a été
définie comme tumeurs de Her2+/ER-, les tumeurs basal-like sont désignées
comme des cancers « triple-negatifs », c.-a-d. cancers d'ER-/PR-/Her2- ; les
tumeurs luminal-like étaient toutes des tumeurs ER+.

Ces sous-types moléculaires et leurs corrélations histo-cliniques ont été
confirmés ensuite par la méme équipe sur plus de tumeurs. lls ont également été
démontrés ou validés sur des cancers in situ, des cancers invasifs localisés et le
cancer du sein inflammatoire [79]. Ces sous-types moléculaires présentent une
sensibilité différente a la chimiothérapie avec une sensibilité plus importante pour

les tumeurs basales et ERBB2+ que pour les tumeurs luminales, avec par ailleurs des
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signatures moléculaires de réponse histologique différentes entre tumeurs basales
et tumeurs ERBB2+.
De plus, ces signatures peuvent étre facilement reproduites par

immunohistochimie suggérant la robustesse de cette classification [80-75].

En pratique

Statut des récepteurs aux oestrogenes Sous-types

Positif Luminal A

Luminal B

Négatif Basal-like
Erb-B2 positif

Normal ou « breast-like »

D'aprés Carey et al. [80], la prévalence des sous types basal et luminal A était
de 27 et 47% respectivement, versus 13,8 et 42,3% dans la présente étude. On
remarque que la prévalence du sous type basal était 2 fois inférieure que la
littérature.

Le statut HER2+/ER- était plus fréquent chez nos patientes (13,8 % versus 9%).

1. Type luminal

Les tumeurs ER+ sont rassemblées dans le sous type « luminal » , caractérisé
notamment par I’expression des génes codant pour des protéines spécifiques des
cellules épithéliales luminales (KRT18, MUC1), mais aussi par I’expression d’ESR1, et
de génes oestrogéno-régulés tels que HNF3, LIV1, GATA3, Ps2 ou XBP1 [81-82]. Ce
sous-type a été ultérieurement subdivisé en deux voir trois sous-groupes appelés

«luminal A», et «luminal B» qui inclue le sous groupe «luminal C» qui été décrit
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initialement [83]. Alors que les tumeurs «luminal A» sont caractérisées par la sur-
expression des génes oestrogéno-régulés, les tumeurs «luminal B» expriment par
exemple les génes CCNE1 et PRDX4 et les «luminal C» le géne MYBL2.

Le sous-type “luminal-like” est divisé aussi selon un grade histologique basé
sur le profil d’expression génique en rapport avec les données de Loi et al : le sous-
type luminal A (ER positif & grade 1 et 2) et le sous type luminal B (ER positif & grade
3). Les tumeurs de grade histologique 1 et 2 sont groupées ensemble pour
identifier clairement les tumeurs ER+ ayant un risque élevé (luminal B).

Actuellement, I'étude de Carolina a pu définir le sous type luminal B comme

des tumeurs ER positives et Her-2 positive [80].

1-1 type luminal A:

1-1-1 Caractéeres morphologigues:

Les cancers du sein ER+ tendent a étre morphologiquement bien différenciés
et, en général les tumeurs exprimant des récepteurs aux estrogénes sont
majoritairement des tumeurs bas grade SBR et peu proliférants. Dans notre étude,
on a trouvé une association significative entre ce sous type et l'association avec un
carcinome in situ. On a réalisé également que le grade | de SBR était retrouvé dans
22 % des tumeurs luminal A contre seulement 5,6% pour tumeur de phénotype

basal.

1-1-2 Caractéeres immunohistochimiques:

Le sous-type luminal A montre une forte expression des récepteurs aux
oestrogenes, et aux progestatifs, alors que I’hercept test est négatif.

Il montre également une positivité des cytokératines luminales 8/18 et 19 [84]
et le géne GATA3. Ce geéene est impliqué dans le contrble de la croissance et le

maintien de la différentiation de ces tumeurs.
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Dans la présente étude, le sous type luminal A était définit comme des
tumeurs positives pour les récepteurs oestrogénique, négatives pour I'Her-2 et

positive pour les cytokératines 8/18.

1-1-3 Corrélation histo-pronostigue:

Le sous-groupe luminal A présente la meilleure évolution clinique, ils sont
caractérisés par un meilleur pronostic (30 % de risque de récurrence et 25 % de
déces a 15 ans) [85].

En ce qui concerne le risque de déces, alors gu’il est assez faible aprés 5 ans,
de I’ordre de 10 %, il augmente considérablement jusqu’a atteindre 50 % a 15 ans.

Dans notre contexte, I'envahissement ganglionnaire était retrouvé dans 52,4 %
des cas, contre 86,7 % des cas pour le phénotype Her-2.

Les métastases a distance n'étaient associées qu'a 8,2 % de ces tumeurs.

1-1-4 Implications thérapeutiques:

Les tumeurs luminal A sont des tumeurs hormonosensibles pures et
bénéficient de monothérapie anti-hormonale [86].

Néanmoins, malgré que le type luminal A garde un bon pronostique, ils sont
moins chimiosensibles dans une étude incluant 82 patientes avec une
chimiothérapie néoadjuvante a base de paclitaxel/5-fluorouracil-doxorubicin-

cyclophosphamide (FAC) [87].

1-2 type luminal B:

1-2-1 Caractéeres morphologigues:

Le sous-type luminal B regrouperait des cas luminaux moins différenciés que

les luminaux A et plus prolifératifs.
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Ceci a été confirmé par notre étude en réalisant que le grade Il de SBR était
retrouvé dans 25 % des tumeurs de phénotype luminal B, contre seulement 20 %
pour les tumeurs de phénotype luminal A. la taille tumoral était également plus

élevée (une moyenne de 4,3cm contre 2,9cm pour le phénotype luminal A).

1-2-2 Caractéeres immunohistochimiques:

Ce groupe posséde le méme profil immunohistochimique que le type
précédant, cependant les récepteurs aux oestrogenes alpha sont moins exprimés

dans la classe luminal A [89], en plus de I'expression de I'Her-2 [80].

1-2-3 Corrélation histo-pronostiqgue:

Une forte prolifération dans ce phénotype entraine un risque relatif de rechute
de 19 (IC 95 %), par rapport aux tumeurs luminales de faible prolifération [85].

Le pronostic de ce groupe ressemble a celui du groupe « Erb-B2 » : le risque
de récidive est trés important des 5 ans avec une probabilité de 45 % de récidive
puis évolue jusqu’a 65 % a 15 ans [88].

Dans cette série, I'envahissement ganglionnaire était retrouvé dans 68,8 % des
tumeurs de phénotype luminal B, alors qu'il est estimé a 52,4 % pour les tumeurs de
phénotype luminal A.

Les métastases a distance sont présentes dans 31,8 % des cas, versus 8,2 %

pour les tumeurs luminal A.

1-2-4 Implications thérapeutiques:

Les tumeurs luminal B sont également des tumeurs hormonosensibles, mais
devraient bénéficier en plus de l'introduction de la chimiothérapie [90]. IIs
représentent aussi une indication au traitement par le trastuzumab (Herceptine™)
[90].

92



2. Type normal

Il s’agit d’un sous-groupe intitulé « semblable au sein normal », qui exprime
les genes des adipocytes et des autres cellules mammaires d’origine non épithéliale.
Ces tumeurs montrent également une forte expression des genes des cellules
basales et une faible expression des genes des cellules luminales [76].

Ces cancers sont de meilleur pronostic, mais leur description morphologique

reste encore floue.

3. Type HER-2

Le géne HER-2/neu, membre de la famille des récepteurs tyrosine kinase est
impliqgués dans la voie de transduction du signale qui régle la croissance cellulaire,
la différenciation, I’'apoptose, et les métastases. Il a été découvert indépendamment
dans quatre laboratoires différents, par conséquent il posséde des noms alternatifs
comme neu, HER-2 ou c-erbB-2.

La surexpression de la protéine HER-2 est trouvée dans prées de 25 a 30 % des
carcinomes mammaires. Chez I’étre humain, la surexpression de I’'HER-2 n’a pas été
observée dans le tissu mammaire normal, ni dans les Iésions bénignes y compris les
hyperplasies, mais elle est habituellement observée dans la carcinomes canalaire in
situ, pratiquement le double de se qui est observé dans les carcinomes invasifs [91].

Pour le type HER-2 des carcinomes mammaires, il est caractérisé par
I’expression d’un groupe de génes incluant ERBB2, GRB7, et FLOT2 [92]. Il est

distingué par les caractéristiques suivantes :

3-1 Caractéres morphologiques:

Pour les carcinomes canalaires infiltrants, la surexpression de HER2 est
associée a un phénotype particulier : haut grade, nombreuses mitoses, nécrose avec

un infiltrat lymphoide [92].
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Ce travail a montré que ce sous groupe est significativement associé a une
taille tumorale élevée.

Pour le grade SBR, il est proche de celui des tumeurs de phénotype luminal B
(27,8 % des tumeurs sont de grade Ill de SBR versus 25 % pour les tumeurs de

phénotype luminal B).

3-2 Caractéres immunohistochimiques:

Le sous-type her-2 est définit comme des tumeurs positive en
immunohistochimie pour I’her-2 et négatives pour les récepteurs oestrogéniques

[93].

3-3 Corrélation histo-pronostique:

Plusieurs études ont établis la relation entre I’expression de I'HER-2 et le
mauvais pronostic des cancers du sein, la survie a 5 ans est estimée a 62.1% [85]. En
plus, I’expression de cet oncogene est associée avec une resistance a
I’lhormonothérapie et notamment le tamoxiféne.

Notre étude a montré que ces tumeurs sont également associées au taux le
plus élevé d'envahissement ganglionnaire (86,7 % des cas).

Le taux des métastases a distance était en deuxiéme position (43,8%) apres

celui des tumeurs de phénotype basal (87,5 %).

3-4 Implications thérapeutiques:

L’HER-2 représente une thérapeutique ciblée idéale pour le cancer du sein du
fait de son réle fonctionnel dans la croissance tumorale, de son accessibilité comme
un récepteur situé en surface de la cellule et de son niveau d’expression élevé dans

le cancer du sein, contrairement a ce qu’il est dans le tissu mammaire normal.
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Ce sous-type peut étre traité par un anticorps qui inhibe la voie ERBB2 comme
le trastuzumab (HerceptineTM) ou un inhibiteur de tyrosine kinase comme le

lapatinib [94].

4. Type basal

Ces derniéres années ont permis de mieux caractériser les cancers de type
basal (basal like breast cancer, BLBC) et triples négatifs (TN) et d’en illustrer

I’hétérogénéité morphologique et pronostique.

4-1 Caractéres morphologiques:

Ces cancers sont généralement de haut grade avec un haut index mitotique.
lls sont souvent associés a une nécrose centrale et un infiltrat lymphocytaire [95].

Notre étude montre que le sous type basal est associé a un haut grade SBR et
aux types histologiques de mauvais pronostic comme le carcinome métaplasique, le
carcinome papillaire infiltrant et le carcinome peu différencié. Ces associations ont

été confirmées par d'autres études [80-6].

4-2 Caractéeres immunohistochimiques:

Les carcinomes de type basal-like sont définis comme des tumeurs triple
négatives, c'est-a-dire RO-RP-HER2 (O % des cellules positives) et exprimant de plus
soit des cytokératines de haut poids moléculaire (cytokératines 5/6/14/17), soit
I’EGFR, soit KIT [96-97-98].

Si tous les cancers de type basal-like sont triples négatifs, une certaine
proportion de carcinomes triple négatifs n’exprime pas de marqueurs basal-like.
Cette caractérisation a permis de remettre en perspective cette catégorie des
cancers du sein « triple négatifs » qui représente 10 a 25 % des cancers du sein. Ces

tumeurs sont généralement mutées pour le géne TP53 [99].
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4-3 Corrélation histo-pronostique:

C’est un sous type important ou le pronostic est le plus défavorable [85].

Sur le plan clinique, les cancers TN affectent le plus souvent les femmes
jeunes (moins de 40 ans). lls présentent un pic de rechute avant la deuxiéme année
et entrainent majoritairement le décés avant 5 ans. A 10 ans cependant, le pronostic
global des cancers TN rejoint celui des autres formes du cancer du sein.

Le profil métastatique des TN est différent des autres catégories tumorales
avec, en particulier, des métastases cérébrales et pulmonaires plus fréquentes [99].
Dans cette étude, on a confirmé la forte association entre ce phénotype et la

présence de métastases a distance avec un ORa= 64,5 (p<0,00001).

4-4 Implications thérapeutigues:

La réponse a la chimiothérapie néoadjuvante des cancers du sein TN est plus
importante, en particulier car les TN ont une prolifération plus élevée [83]. En
revanche, ils ne répondent pas aux deux principales thérapeutiques ciblées
actuellement disponibles (les traitements hormonaux et le traitement par
trastuzumab). Ills constituent des indications privilégiées pour des essais
thérapeutiques étudiant de nouvelles approches (agents anti-EGFR, agents anti-

angiogéniques, taxanes, etc.) [100].
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V. Limites de cette classification :

Il reste cependant des tumeurs ne correspondant a aucune de ces catégories, en
particulier les tumeurs triples négatives non basales, pour lesquelles les ressources
thérapeutiques sont limitées. Ces tumeurs représentaient 14,6 % dans notre série.

Par ailleurs, parmi les tumeurs de phénotype basal, il en existe de bon pronostic
reconnu comme les carcinomes médullaires. La classification en luminal A et B ne
tient pas compte des récepteurs progestéroniques dont I'importance clinique et

probablement therapeutique est incontestable.
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Dans un futur proche, la classification moléculaire du cancer du sein va
permettre d’entrevoir une nouvelle ére dans la prise en charge des cancers du sein,
avec une approche plus individualisée, patiente par patiente. Des études
multicentriques sont en cours pour valider le profil génomique comme facteur
prédictif d'évolution et de réponse thérapeutique avec l'avénement du test
diagnostic MammaPrint qui a été approuvé pour une utilisation clinique en 2007
(Agendia™) [101].

Les cancers du sein peuvent ainsi étre classés en différentes classes, luminal,
basal, et HER2, avec des différences dans les aspects cliniques, morphologiques.
Ceci nous aidera a choisir des traitements "a la carte", potentiellement plus efficaces
et moins toxiques.

Les résultats obtenus par notre étude sont encourageants. Les tumeurs de
phénotype basal et Her-2 étaient associées a des caractéristiques cliniques et
histopathologiques plus agressives que les tumeurs de phénotype luminal.

Nos patientes sont en cours de surveillance, ceci nous permettra de faire des
études de survie a 5 ans. On a également entamé une étude de validation sur un
plus grand échantillon, nous projetons également a travers des travaux de
coopération internationale d'étudier le profil génomique de ces patientes a travers
les puces a ADN ce qui va nous permettre de mieux caractériser les différents sous
types.

Le succés de ces études dépendra de collaborations étroites entre chercheurs
de différentes disciplines (gynécologues, anatomo-pathologistes, oncologues et
épidémiologistes...) et de la qualité du suivi des patientes sans lequel toutes ces
études seraient peu contributives a la compréhension de cette pathologie et a la

prise en charge des malades dans notre contexte.

99



RESUME



RESUME

Le cancer du sein est le cancer le plus fréquent et représente la deuxiéme
cause de déceés dans le monde. Une classification moléculaire de ce cancer a été
établie récemment par Sorlie et Perou pour mieux caractériser cette néoplasie. lls
ont défini 5 sous types de pronostic et de réponse thérapeutique différents: luminal
A, luminal B, normal, Her-2, et basal.

Le but de nbtre travail prospectif 2008 - 2009 (130 cas), est d’évaluer le profil
d’expression de différents marqueurs immunohistochimiques des cellules tumorales
et de les corréler avec les données cliniques et ultérieurement évolutives.

Les protéines étudiées sont: les récepteurs aux oestrogéenes et aux
progestatifs, I’herceptine, les cytokératines de haut poids moléculaires (CK5/6), et la
cytokératine 8/18.

Parmi les 130 tumeurs analysées, 55 (42,3 %) étaient classées de type luminal
A, 20 (15,4%) de type luminal B, 18 (13,8%) de type Her-2, et 18 (13,8%) de type
basal. Le sous type luminal A était corrélé a un bas grade histologique avec une
forte association avec une composante in situ et une prédominance des carcinomes
lobulaires infiltrants. Le sous type luminal B est caractérisé par un grade
histologique plus élevé avec une taille tumorale significativement plus élevée que le
type précédent. Le sous type Her-2 avait la taille tumorale la plus élevée avec un
taux élevé d'envahissement ganglionnaire. Enfin, parmi les tumeurs basales, on a
noté une haute prévalence des types histologiques de mauvais pronostic (carcinome
métaplasique, papillaire et indifférencié), avec un haut grade SBR et une forte

association avec la présence de métastases a distance.
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Une étude de régression logistique multivariée a confirmé la corrélation entre
les sous types luminal B, Her-2 et basal et la présence de métastases a distance,
avec un ORa= 64,5 pour le phénotype basal (p<0,00001).

En conclusion, cette étude a confirmé le caractére agressif des tumeurs
basales et Her-2 en comparaison avec les tumeurs luminales, qui se distinguent par

des caractéeres morphologiques et cliniques de mauvais pronostic.
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ABSTRACT

The breast cancer is the most frequent and represent the second cause of
death in the world. A molecular classification of this cancer was recently established
by Sorlie and Perou to characterize better this neoplasia. They defined 5 subtypes
under different forecast and therapeutic answer: luminal A, luminal B, normal, Her-
2, and basal.

The purpose of our prospective study 2008 - 2009 (130 cases), is to estimate
the profile of expression of various Immunohistochemical markers of the tumoral
cells and to correlate them to the clinical and later evolutionary data.

Proteins studied are: estrogen receptor, progesterone receptor, Her-2,
cytokeratins of high molecular weights (CK5/6), and the cytokeratin 8/18.

Of 130 analyzed tumors, 55 (42,3 %) were classified as luminal A, 20 (15,4 %)
as luminal B, 18 (13,8 %) as Her-2 type, and 18 (13,8 %) as type basal. The subtype
luminal A was correlated on one hand with a low histological grade, on the other
hand with a strong association with carcinoma in situ and an ascendancy of Lobular
invasive carcinoma. The subtype luminal B is characterized by a higher histological
grade with significantly higher tumoral size than the previous type. The subtype
Her-2 had highest the tumoral size most with a hight rate of ganglionic invasion.
Finally, among basal tumors, we noted high prevalence of the histological types of
bad prognosis (metaplasic carcinoma, papillary carcinoma and undifferentiated
carcinoma), with high SBR and a strong association with the presence of visceral
metastasis.

A study of logistic regression confirmed the correlation between the luminal B,
Her-2 and basal subtypes and the presence of visceral metastasis, with an ORa =

64,5 for the basal phenotype (p<0,00001).
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In conclusion, this study confirmed the aggressive character of basal and Her-
2 tumors in comparison with luminal tumors, which distinguish themselves by

morphological and clinical characters of bad prognosis.
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