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Serment d'hypocrate

Au moment d étre admis a devenir membre de la profession médicale, je

m’engage solennellement a consacrer ma vie au service de [ humanité.

Je traiterai mes maitres avec le respect et la reconnaissance qui leur sont

dus.

Je pratiquerai ma profession avec conscience et dignité. La santé de mes

malades sera mon premier but.
Je ne trahirai pas les secrets qui me seront confiés.

Je maintiendrai par tous les moyens en mon pouvoir ["honneur et les

nobles traditions de la profession médicale.
Les médecins seront mes freres.

Aucune considération de religion, de nationalité, de race, aucune
considération politique et sociale, ne s'interposera entre mon devoir et mon

patient.

Je maintiendrai strictement le respect de la vie humaine dés sa

conception. 7

Méme sous la menace, je n'userai pas mes connaissances médicales d’une

fagon contraire aux lois de [ humanité.

Je m’y engage librement et sur mon honneur. (
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Toutes les lettres ne sauraient trouver les mots qu’il faut....
Tous les mots ne sauraient exprimer la gratitude, Lamour,
Le respect, la reconnaissance...

Aussi, c’est tout simplement que ...

Je dédie cette These...



Louange a Dieu tout puissarnt,
Qui m a permis de voiy ce jour
tant attendu.

A caeur vaillant rien dimpossitle. A conscience tranguille tout est accessible
Quand iy a la soif d apprendre. 7out vient a point a qui sait attendre
Quand iy a le souct de realiser un dessin. 7out devient facile pour arriver a nos
Jins
Malgre les obstacles qui s opposent
Fn deptt des difficulles qui s interposent
Les etudes sont avant tout Notre unique et seul atout
Jls représentent la lumiere de notre existence. £ etoile brillante de notre
rejourssance
Comme un vol de gerfauts hors du charnter natal. Nous partons ivres d un réve

heroigue et brutal
Fsperant des lendemartns epiques Un avenir glorieux et magiqie
Souhartant que le fruit de nos efforts fournis jour et nuit, nous menerons vers le

vonheur fleuri
Aujourd hiui, ict rassembles aupres des jurys, Nous prions dieu que celte
soutenance

Jera signe de perseverance
Ft que nouts serions enchiantes
Par notre travail fionore
#0Je dédie cette thése ...e



A Mes Trés Chers Parents Mr Salah Bouaffia
et Mme Fatima Hadhoumi

A ceux qui m ont donné la vie
A ceux qui m ont toujours toul donne sans rien compler

A celut qui a toujours garni mes cfiemins avec force el lumiere, mon cher papa
A la plus pelle perle du monde, ma tendre mere
Jous les mols di monde ne sauraient exprimer [Tmmense amour que je vVous
porte nt la profonde gratitude que je vous temoigne. Nitlle dedicace ne pourra
exprimer mes sinceres sentiments, pour votre patience illimitee, votre
encouragement continu, votre grand amour, votre arde en temoignage de mon
profond amour et respect pour vos grands sacrifices.
Vous serez toujours le modele
Papa, dans ta determination, ta force et ton fionnétete
Maman, dans ta bonte, la tendresse, la patience et ton devouement pour nous
Vous m avez supporte sans cesse et sans jamaris vous plarmdre
Vous m avez appris [fionnétete et le sens de la responsabilite
Vos prieves mont ete dun grand soutien au cours de ce long parcours
Je vous remercie pour tout le soutien et Lamour que vous me portez depuis mon
enfance et jespére que votre bénédiction m’'accompagnera toujours.
Que ce modeste travail soit [exaucement de vos veeux tant formules, le fruit de
vos innombrables sacrifices, bien que je ne vous en acquitterai jamais assez.
Puisse Dieu, le trés haut, vous accorder santé, bonheur et longue vie.

Je vous aime papa et maman.



A mon trés cher mari Anas

Quand je t'ai connu jai trouvé Chomme de ma vie, mon dme sceur et la lumiére
de mon chemin. Merci pour ton soutien plus que précieux, merci pour ton grand
ceeur et ta grande patience. Sans ton aide, tes conseils et tes encouragements ce

travail n'auvait vu le jour. Merct pour tout.
Ma vie ne serait pas aussi magique sans ta presence et ton amour.
Puisse Dieu nous préserver du mal, nous combler de santé, de bonheur et nous
procurer une longue vie paisible.

A mon cher grand frére Hamza et sa femme Meriem
Hamza, mon trés cher, je suis si fier davoir un grand fréve comme toi. Fn
temoignage de mon affection fraternelle, de ma profonde tendresse et
reconnaissance, je vous souhaite une vie pleine de bonheur et de succeés, et que
DIEU, le tout puissant, vous protége et vous garde.

A ma petite sccur Kenza
Kniza, la prunelle de mes yeux, tu es ma sceur, ma confidente et mon amie. Tu
es ce petit rayon de soleil qui procure chaleur et tendresse. Je ne pourrai jamais
imaginer ma vie sans toi. Puissions-nous rester unies et fidéles a [éducation que
nous avons recue. Que Dieu te guide et t'aide d concrétiser tes desirs.

A ma tante adorée Naima Hadhoumi
Rien au monde ne peut traduire Laffection que j'ai pour toi. Vous m'avez
toujours encouragé et soutenue. Vous étiez toujours la pour moi dans les
moments les plus difficiles. Merci pour la tante que tu es, merci pour tout
Camour et tous les conseils que tu ne cesses de m'offriv. Qu’il me soit permis
aujourd’hui de t'assurer mon profond amour et ma grande reconnaissance. Que
DIEU, le tout puissant, vous donne longue vie, santé et prosperite.

A ma trés chére grand-mére maternelle
Qui m'a accompagné par ses priéves et sa douceur, puisse DIEU, lui préter
longue vie et bonne santé et beaucoup de bonheur. Je t'aime« Mmi ».

A mes beaux-parents et mes beaux freres
Je remercie Dieu de m’avoir procuré une belle famille autant affectueuse et
chaleureuse. Je vous dédie ce travail en guise de reconnaissance, d ‘amour et de
respect.
Puisse Dieu, le tout puissant, vous donner santé, bonheur et longue vie.




A ma chére tante Amina E( chriqui, son mari E(Houcine, et mes cousins Ghita,
Mouaad et Hafsa
Je ne pourrai exprimer envers vous et votre famille quun amour profond. Vous
vous étes montrés de bons conseils. Vous avez toujours été d [écoute. Veuillez
trouver dans ce travail lexpression de mon affection.

A [a mémoire de mes grands parents paternels et mon grand-pére maternel
Je ne vous ai jamais connu, mais votre souvenir chez ceux qui vous ont connu et
Céducation que jai recue en héritage de vous d travers mon pére et ma meve
m'ont toujours guide. Que vos dmes reposent en paix.

A mes chers oncles et tantes et (Hamid, Abdelmajid, Mohamed, Youssef, Najia,
Sakina et Aicha)
Veuillez trouver dans ce travail Lexpression de mon respect le plus profond et
mon affection la plus sincére.

A ma chére cousine Btissam et son mari et leurs petits poussins Mohamed Al et

Jad

Btissam, tu as toujours été pour moi, une meilleure amie, une confidente et

une complice. J'espére que vous trouverez d travers ce travail Cexpression de
mes sentiments les plus chaleureux.

A toute ma famille maternelle et paternelle
Que ce travail vous apporte Lestime, et le vespect que je porte d votre égard, et
soit la preuve du désir que javais depuis toujours pour vous honovrer.

A ma trés chére amie d’enfance Yasmina Chhih et sa famille
Cela fait bientot une vingtaine d’années qu’on se connait...Le temps passe, fait de
rives, de confidences, de surprises, de larmes mais surtout de moments de
bonheur partagés. Je ne pouvais espérer meilleure amie, sceur et confidente que
toi. Tu as su me consoler quand je pleurais, m’'encourager quand je doutais, me
conseiller quand j'hésitais...Toujours présente et a [écoute. Que la bonté de DIEU
illumine ton chemin. Je t'aime fort Yasminti.




A ma trés chére Imane Bentaih
Imano, ton amitié a doublé mes joies et a réduit mes peines. Ce [ien si
spécial que nous avons tissé au fil du temps est éternellement incassable. Ta
présence d mes cotés pimente ma vie, tu as su me comprendre, me calmer et me

réconforter.Je te dédie ce travail en te souhaitant une longue vie bien prospeére ;
que dieu te bénisse ma trés chérve.A nous ! A jamais !

A ma chére Fatima Boukis
Ta compagnie a rendu ce long parcours plein de beaux souvenirs
inoubliables. Nous avons partagé ensemble le meilleur et le pire. Ta présence d

mes cotés m'a toujours honorée.Pour [oreille attentive que tu m’as toujours
prétée, pour ton aide précieuse le long de toutes ces années, je te dédie cette
theése. Merci pour ton amitié si précieuse ma chéve Fatima.

A ma chére amie Meriem Atar
Nos vies ont parfois pris des chemins paralléles, mais sans jamais vraiment se

séparer. Je prie Dieu pour que notre amitié soit éternelle.
A tous mes collégues
A tous mes enseignants
Depuis ceux qui m'ont appris d écrire mon nom, en signe de vive gratitude et

reconnaissance.

A TOUS CEUX QUI ME SONT CHERS ET QUE J'AI OMIS DE CITER
INYVOLONTAIREMENT
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A NOTRE CHER MAITRE ET PRESIDENT DE TURV :
Professeur Asmouki Hamid

Nous sommes treés sensibles au grand honneur que vous nous faites en acceptant
avec bienveillance de présider le jury de notre thése.

Nous avons eu le privilége d’étre un de vos éléves. Nous avons toujours admiré
la simplicite, (a facilité de votre abord et largement bénéficie de étendue de
votre savoir et de vos hauts talents pédagogiques. Vos hautes qualités humaines
et professionnelles ainsi que votre sérieux ont toujours suscité notrve profond
respect.

Veuillez trouver dans ce travail, les marques de notre profonde gratitude et

Cexpression d’une infinie reconnaissance.

A NOTRE MAITRE ET RAPPORTEUR DE THESE :

Professeur Rais Hanane

Nous sommes treés heureux de Chonneur que vous nous avez fait en témoignant
un vif intérét pour ce travail. Vous nous avez guidés en nous conseillant et en
consacrant une partie de votre temps précieux.

Votre modestie et vos qualités professionnelles ne peuvent que susciter estime et
respect.

En reconnaissance des efforts que vous avez fournis en dirigeant ce travail avec
autant de simplicité que de sympathie, et en espérant étre digne de votre

confiance, veuillez trouver ici Lexpression d'un trés grand respect.



A NOTRE MAITRE ET JUGE DE THESE :
Professeur Khouchani Mouna
Yous avez accepté trés spontanément de faire partie de notre jury. Nous vous
remercions de votre enseignement et de ['intérét que vous avez porté da ce

travail. Veuillez trouver ici, Professeur, Lexpression de notre profond respect.

A NOTRE MAITRE ET JUGE DE THESE :
ProfesseurVassir Ait Benkaddour
Nous tenons d vous exprimer nos plus sincéres remerciements pour avoir
accepte de siéger aupres de ce noble jury. Votre présence nous honore.
Veuillez trouver ici, professeur, Lexpression de notre profond respect.

A NOTRE MAITRE ET TUGE DE THESE :
ProfesseurHarou Karam
Nous vous remercions d avoir répondu d notre souhait de vous voir siéger parmi

nos membres du jury. En acceptant d’évaluer notre travail, vous nous accordez
un treés grand honneur. Veuillez trouver ici, cher Maitre, [assurance de mes
sentiments respectueux et dévoues.

A Madame Sellami Souad
‘Un remerciement particulier et sincére pour tous vos efforts fournis. Vous avez
toujours été présente. Que ce travail soit un témoignage de ma gratitude et de

mon profond respect.

Au professeur Belbachir Anas, d Docteur Amouzoune Asmaa
et Docteur Khiraoui Hasna
Merci infiniment pour votre aide, votre temps precieux, votre soutien. Je vous

exprime ma haute consideration et mon profond respect.

A tout le personnel du service d’anatomie-pathologique du CHU
Mohamed VI de Marrakech

A Tous mes professeurs de la faculté de médecine et de pharmacie de

A TOUS CEUX QUI ONT AIDE DE LOIN OU DE PRES POUR
LELABORATION DE CE TRAVAIL



= 7 -

—————— e,
ABREVIATIONS

v

e



Liste des abréviations

ADN : Acide désoxyribonucléique

AR : Auto-renouvellement

ARN : Acide Ribonucléique

ASCO : American society of clinical oncology
ATC : Anthracycline

BCL2 : B cell-lymphoma?

BL : Basal-like

BLBC : Basal Like Breast Cancer

BRCA : Breast Cancer susceptibility gene
BUBI : Budding uninhibited by benzimidazoles 1 homolog
CCIS : Carcinome Canalaire In Situ

CD117 : Proto-oncogéne c-kit

CDH1 : Cadherin E

CGH : Comparative Genomic Hybridization
CIS : Carcinome In Situ

CISH : Chromogenic In Situ Hybridization
CK : Cytokératine

CLI : Carcinome lobulaire infiltrant

CLIS : Carcinome Lobulaire In Situ

CSTN : Cancer du sein triple-négatif

CT : Chimiothérapie

CTNS : Carcinome de type non spécifique
DCIS : Ductal Carcinoma In Situ

EGFR : Epidermal Growth Factor
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Le cancer du sein est le cancer le plus fréquent dans le monde, c’est la deuxieme
cause de déces par cancer. Il prend naissance des cellules épithéliales qui tapissent 'unité
terminale ductulo-lobulaire, et on peut le classer comme carcinome invasif ou non invasif
selon le franchissement ou non de la membrane basale [1].

Les traitements systémiques (Chimiothérapie, hormonothérapie, thérapeutiques ciblées)
sont délivrés sur la base de facteurs pronostiques et prédictifs de la réponse thérapeutique. Il est
donc crucial d’améliorer la classification pronostique du cancer du sein pour affiner les
indications thérapeutiques et améliorer les taux de survie [2].

Le cancer du sein apparait aujourd’hui comme une maladie complexe caractérisée par
I'accumulation de multiples altérations moléculaires qui conferent a chaque tumeur un
phénotype et un potentiel évolutif propres.

La prise en charge contemporaine du cancer du sein a évolué grace aux progres de la
biologie moléculaire. IL est devenu une maladie hétérogene avec des sous-types selon la
présence ou non des récepteurs hormonaux (RH) : aux estrogénes (RE), a la progestérone (RP), et
I’amplification ou pas du gene HER2, sans compter les facteurs de prolifération [3].

Perou et Sorli ont utilisé la technique de puces a ADN pour créer la nouvelle
classification du cancer du sein. lls ont démontré que cette néoplasie peut étre classée selon

les profils d’expression génique en quatre groupes[4, 5] :

Type luminal : tumeurs qui expriment les RH, classées en 2 catégories : luminal A et

luminal B

e Type HER2 ou Erb-B2 : tumeurs qui sur-expriment I’'HER2.

e Type « triple-négatif » : tumeurs qui n’expriment pas les récepteurs hormonaux et
qui expriment les genes trouvés normalement dans les cellules basales et
myoépithéliales.

e Type Normal breast-like : il est artefactuel, provenant de la contamination des

échantillons tumoraux par les tissus mammaires normaux, il n’est donc pas utilisé

en clinique.
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Les cancers du sein triple-négatifs (CSTN) sont définis par I’absence d’expression des
RE, RP et I'absence de surexpression ou d’amplification d’HER2. La définition de I'absence de
surexpression d’HER2, selon les dernieres recommandations conjointes de I’ASCO (American
society of clinical oncology) et du College des pathologistes américains, est maintenant
largement diffusée et acceptée dans la communauté internationale : test immuno-histochimique
(IHC) validé montrant un niveau d’expression 0 ou 1+, ou un niveau 2+ avec test d’hybridation
in situ non amplifié. Il convient cependant de rappeler que le seuil de positivité des RE et RP par
immunohistochimie (IHC) reste discuté selon les régions du monde. En Amérique du nord,
I'expression des RE et des RP est considérée comme positive si au moins 1% des cellules
tumorales sont positives, alors qu’en Europe et singulierement en France, le seuil de 10% de
positivité reste le plus souvent retenu [6].

Les cancers du sein triple-négatifs représentent environ 15% de tous les cancers du
sein. Ce cancer est connu pour son mauvais pronostic et du fait qu’il ne bénéficie pas de
thérapie ciblée a cause de sa négativité pour les récepteurs hormonaux et son profil HER2
négatif. Il est aussi connu par une grande hétérogénéité sur le plan moléculaire, notamment
par I’expression différentielle caractéristique de certains marqueurs tumoraux.

Le cancer du sein triple-négatif ne correspond pas a une seule entité pathologique,
mais a un statut immunohistochimique commun a un ensemble de tumeurs avec une carte
d’identité tumorale et une évolution clinique différentes.

Notre étude est une étude rétrospective dans le cadre d’un projet de recherche, qui
consiste a étudier I’expression IHC des marqueurs basaux cytokératines5/6 (CK5/6),
d’agressivité Ki-67, p53, BCL-2 et le CD117 chez 25 patientes atteintes de CSTN colligées au
service d’anatomie pathologique du CHU Mohammed VI de Marrakech entre janvier 2005 et
janvier 2016. Notre étude consiste aussi a confirmer le profil caractéristique de ce type de
cancer connu par sa grande agressivité et le reclasser au sein de groupes histopronostiques

différents par immunohistochimie pour traduire I’hétérogénéité tumorale au sein de ce groupe.




Profil phénotypique des marqueurs immunohistochimiques (p53, Bcl2 et CK5/6) du cancer du sein triple-négatif

o= -

e ——————— e
RAPPELS

- \\.




Profil phénotypique des marqueurs immunohistochimiques (p53, Bcl2 et CK5/6) du cancer du sein triple-négatif

|. Organisation Histologique, morphologigue et immunohistochimique
du sein

1. Structure générale du sein

La glande mammaire est une glande sudoripare modifiée. C’est une glande « paire »,
symbole de féminité, qui a pour fonction, chez la femme, la sécrétion du lait permettant
I’allaitement des nouveau-nés et nourrissons. Elle est a développement continu depuis le stade
embryonnaire, a travers la puberté, les cycles menstruels et la grossesse, jusqu’a I'atrophie a la
ménopause. Le sein existe également chez I’lhomme sous forme atrophiée.

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 lactifére et située
a hauteur de la plaque aréolaire) se ramifier en canaux de plus petit calibre jusqu’a aboutir aux
structures terminales périphériques que sont les lobules.

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 appelé canal
galactophore [7].

La ramification d’une galactophore donne lieu a une arborescence qui (avec le tissu

conjonctif ou adipeux qui I’entoure) est appelée lobe.
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Figure 1 : Représentation schématique de la structure générale du sein [12]
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2. Le lobe

Chaque glande mammaire est constituée de 10 a 20 lobes drainés par des canaux
galactophores collecteurs « lactiféeres » s’ouvrant individuellement a la peau au niveau du
mamelon. Chaque lobe est lui-méme constitué de lobules, chaque lobule étant constitué de
tubulo-alvéoles correspondant a la partie sécrétrice de la glande. Les lobes sont séparés par du
tissu conjonctif dense et entourés par du tissu adipeux abondant, de méme les lobules sont
entourés par du tissu conjonctif dense alors que le tissu conjonctif intra-lobulaire (tissu

conjonctif palléal) est lache.[7]

3. Le lobule

3.1. Structure

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

Ces ductules terminaux, au nombre de 20 a 100, sont entourés par un tissu fibro-
collagene lache appelé tissu palléal et dont les limites périphériques séparent le lobule du
tissu fibro-collagene de soutien .Le revétement épithélial des lobules est a double couche, la
couche internefaite 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 extra lobulaire
[10]. Ce galactophore terminal représente la derniere division du galactophore avant le lobule.
Il est court et de longueur voisine de celle du diamétre lobulaire, soit environ Tmm. Ce TDLU,
de par sa grande hormonoréceptivité, représente le lieu de développement de la plupart des

proliférations épithéliales bénignes et malignes.
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Figure 2 : Microphotographie d’une unité terminale ductulo-lobulaire comme vue
dans un tissu mammaire normal[10]

3.2. Lacellule épithéliale

Elle est le point de départ de la trés 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.

a. Aspect immunohistochimique

Les cellules épithéliales ou luminales expriment des marqueurs associés aux
récepteurshormonaux (récepteurs des cestrogenes et de la progestérone) [8,9], certaines
cytokératines (CK8, CK14, CK18) ainsi que des facteurs de transcription spécifiqgues comme

GATA3 et FOXA1 [10, 11,14].
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Figure 3: expression des récepteurs ostrogénigues

par les cellules luminales des canaux normaux[15]

3.3. La cellule myoépithéliale (basale)

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. Elle est absente dans les

carcinomes mammaires infiltrants.

a. Aspect morphologique

Les cellules myoépithéliales (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].
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Les cellules myoépithéliales situées a la périphérie des canaux ont typiquement des
hémidesmosomes, des filaments cytoplasmiques ave c des densités focales et des vésicules

de pinocytose le long de la membrane plasmique.

b. Profil immunohistochimique

Les cellules myoépithéliales sont le plus souvent définies par I'expression de I’actine
muscle lisse, la vimentine, la glial fibrillary acid protein, le CD 10, la protéine 63, la myosine
muscle lisse et la protéine S100. La calponine et le caldesmon peuvent aussi définir les cellules
myoépithéliales [16].

En ce qui concerne les cytokératines, les cellules myoépithéliales posseédent des profils
différents qui different de celui des cellules luminales. Elles expriment en général les

cytokératines 5/6, 14 et 17 [11, 14,17].

3.4. La membrane basale

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

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. En immunohistochimie, la membrane basale exprime la laminine

ou le collagéne de type IV [12].

3.5. Le tissu palléal

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

[12,13].Sa densité est variable, en fonction du cycle hormonal ou de I'age.
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Tres 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 phénomeéne d'adénose,
> propice au développement d'une réaction inflammatoire, en particulier dans
les mastites ou au contact d'un carcinome insitu,

> a l'origine de tumeurs mixtes a prédominance conjonctive comme le

fibroadénome ou la tumeur phyllode [12,13].

Cellules progénitrices

Cellules myoépithéliales

Figure 4: Représentation schématique de la cellule basale [8]
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Il. Classification histo—-moléculaire des cancers du sein OMS 2012

1. Type histologique

La classification actuelle utilisée est celle de I'OMS 2012. Les tumeurs épithéliales
malignes ou carcinomes représentent la grande majorité des tumeurs malignes du sein. Les
tumeurs malignes non épithéliales (sarcomes, lymphomes malins non hodgkiniens primitifs ...)

sont rares (moins de 1% des cancers du sein) [18].

Tableau | : Types histologiques selon classification OMS 2012[18]

Tumeurs épithéliales malignes

Carcinomes non infiltrants

e Carcinome canalaire in situ (intracanalaire) (CCIS): bas grade, grade intermédiaire, haut grade

e Carcinome lobulaire in situ (CLIS)

Carcinome mammaire de type non spécifique(NST) (40 a 75%)

e (Carcinome pléomorphe

e (Carcinome ad stroma a cellules géantes “osteoclast-like”

e (Carcinome avec aspects choriocarcinomateux

e (Carcinome avec aspects mélanocytaires

Carcinome spécifique de type lobulaire (5 a 15%)

Carcinome tubuleux (2 a 7%)

Carcinome cribriforme (0,8 a 3,5%)
Carcinome mucineux (2%)

Carcinome avec aspects médullaires (1 a 7%)
e Carcinome médullaire
e Carcinome médullaire atypique
e Carcinome infiltrant NST avec aspects médullaires

Carcinome apocrine

e Carcinome a cellules en bague a chaton

e Carcinome micropapillaire infiltrant (<2%)

Carcinome métaplasique de type non spécifiqgue (<5%)

e Carcinome adéno-squameux de bas grade

= Carcinome métaplasique pseudo fibromatosique

= Carcinome épidermoide

e Carcinome a cellules fusiformes

e Carcinome avec différenciation (mésenchymateuse, chondroide, osseuse et autres)
e Carcinome métaplasique mixte

e Carcinome myoépithélial

Tableau 1 : Types histologiques selon classification OMS 2012[18] « suite »
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Tumeurs épithéliales malignes

Types rares

Carcinome a différenciation neuroendocrine
e Tumeur neuroendocrine bien différenciée
e Tumeur neuroendocrine peu différenciée
e Carcinome a différenciation neuroendocrine

Carcinome sécrétant

Carcinome papillaire infiltrant

Carcinome a cellules acineuses

e Carcinome muco-épidermoide

Carcinome polymorphe

Carcinome riche en lipides

Carcinome a cellules claires riches en glycogene

Carcinome oncocytaire

Carcinome sébacé

Carcinome de type glande salivaire

Carcinome de type glande annexielle cutanée

Carcinome adénoide kystigue (0,5%)

Carcinome inflammatoire

Maladie de Paget du mamelon

Tumeursmyoépithéliales

Myoépithéliomemalin

Tumeursmésenchymateusesmalignes

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 infiltrant

Carcinome in situ

- 13-



Profil phénotypique des marqueurs immunohistochimiques (p53, Bcl2 et CK5/6) du cancer du sein triple-négatif

2. Classification pTNM des cancers du sein et stades cliniques (7éme édition

2009, AJCC)

2.1. Classification tumorale

Tableau Il : Classification pTNM des cancers du sein

Rang Description

T0 Pas de tumeur primitive

Carcinome in situ de type canalaire (Tis DCIS)
Tis ou lobulaire (Tis LCIS), maladie de Paget du
mamelon (Tis Paget)

Tumeur < 2cm

T1mi : lésion micro-invasive < Tmm

T1 Tla: Tmm < tumeur < 5mm

T1b :5mm < tumeur < 10mm

Tic: 10mm < tumeur < 20mm

T2 20 mm < tumeur < 50mm

T3 Tumeur >50 mm

Tumeur avec atteinte directe (a) de la paroi
T4 thoracique, (b) de la peau, (c) ou aux deux ou
(d) carcinome de type inflammatoire

Note : Définition du carcinome inflammatoire : définition basée sur une peau d’orange
(érytheme et cedeme de la peau) intéressant au moins un tiers de la surface cutanée mammaire.
La présence d’emboles ou d’une lésion de grande taille ne sont pas suffisants pour le définir

mais peuvent s’y rencontrer.

2.2. Classification adénopathies régionales

=pNO : Absence de métastase ganglionnaire régionale détectée en
histologie standard (y compris un amas de cellules tumorales de <0,2mm).
Un suffixe i+ indique la présence de cellules détectées en HE ou en immunohistochimie

et dont la taille globale est de moins de 0.2mm et de moins de 200 cellules.

- 14 -




Profil phénotypique des marqueurs immunohistochimiques (p53, Bcl2 et CK5/6) du cancer du sein triple-négatif

Un suffixe mol+ indique la détection de cellules tumorales par des techniques de

biologie moléculaire.

pN1mi : Micro métastases (entre 0,2 mm et/ou plus de 200 cellules ET < a 2,0mm)
pN1a : Atteinte de 1 a 3 ganglions axillaires (dont au moins une métastase >2mm)
pN2a : Atteinte de 4 a 9 ganglions axillaires (dont au moins une métastase >2mm)
pN3a : Atteinte d’au moins 10 ganglions axillaires (dont au moins une métastase

>2mm)

Note 1 : (sn) ajout pour qualifier qu’il s’agit de ganglions sentinelles ; si plus de 6
ganglions sentinelles ou non examinés ne plus mettre (sn).

Note 2 : y préfixe pour I’évaluation post thérapeutique néo-adjuvante.

2.3. Classification métastases a distance

= MO : Absence de métastases a distance

= M1 : Métastase a distance

2.4. Classification des reliquats

= RO : Absence de reliquat tumoral
= R1 : Présence d’un reliquat tumoral de découverte microscopique

= R2 : Présence d’un reliquat tumoral macroscopique
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2.5. Classification des stades tumoraux

Tableau Il : Stades tumoraux des cancers du sein

Rang Description
Stade 0 Tis NOMO
Stade IA TINOMO
TON1mMiMO
Stade IB :
TINImiMO
TONTMO
Stade IIA TINTMO
(ne comprend pas N1mi/ T1 comprend T1mi)
T2N1MO
Stade IIB
T3NOMO
TON2MO
TIN2MO (T1 comprend T1mi)
Stade IIIA
T2N2MO
T3, NTou N2 MO
Stade llIB T4, NO ou NTou N2 MO
Stade IlIC Quelques soient T, N3, MO
Stade IV Quelgues soient T et N, M1

3. Classification moléculaire[19]

3.1. Analyse par microarrays

Récemment, toutes les tumeurs mammaires ont été classifiées sur base de leur

expression génétique par analyse microarrays (puces a ADN). Différents groupes ont été

identifiés permettant de déterminer une signature pronostique [19, 20] :

- Luminal A ou B : ER et/ou PR positifs

- Type HER2 : avec forte expression de I'oncogéne HER2.

- Type triple-négatif : n’exprimant ni les RH ni HER2.

- Type normal breast-like :

provenant de la contamination des échantillons

tumoraux par les tissus mammaires normaux.
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Les types luminaux expriment les cytokératines des cellules luminales normales
(cytokératines CK7/8, 18 et 19). Par contre, le sous-type triple-négatif n’exprime pas les
récepteurs hormonaux ni certaines génes comme |'alpha-actine e t certaines intégrines.
Dans certains carcinomes de type basal, les cytokératines CK5/6, I'epidermal growth factor

receptor (EGFR) et I'insulin growth factor sont notamment exprimées [19, 20].

3.2. Analyse immunohistochimique

Les outils simples de pathologistes permettant de classer les carcinomes infiltrants du

sein dans les grands groupes moléculaires :

Tableau IV : critéres utilisés pour la classification moléculaire intrinséque du cancer du sein[19]

Sous type moléculaire Expression immunohistochimique
Luminal A RO>10%,RP<20%, Ki67<14%
Luminal B RO>10%, RP<20%, HER2 possible ki67>14%
Her-2 RO<10% HER2 (3+)
Triple-négatifs RO<10%, RP<10%,HER2 (-) et ki67 tres élevé

Gene expression patterns of breast carcinomas3 [ |
distinguish tumor subclasses with
clinical implications

1 Cruavise M. Paraus, Robert Tibehirans. sl Ans!, Sisphania Getilers, lilide johre
i Wan v cha Ry, Swtunis b battry, Ths Thasrsan®, M Quier!, fahn €, Bftwss’
. e .

1.Luminal A

2.Luminal B

3.Her2
4.Basal

e |-

et

Figure 5: Classification moléculaire intrinseque des cancers du sein [21]
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lll. Définition des tumeurs triple-négatives

1. Description morphologique

Le cancer du sein triple-négatif ne correspond pas a une seule entité pathologique
mais a un profil immunohistochimique commun a un ensemble de tumeurs avec une carte
d’identité tumorale et une évolution clinique différentes.

Sur le plan morphologique, 17 % des cancers du sein triple-négatifs, sont
majoritairement constitués de carcinomes mammaires de type non spécifique de haut grade. Il
existe aussi des types rares de cancer du sein, dont le pronostic est moins péjoratif comme :
les carcinomes sécrétants juvéniles, les carcinomes adénoides kystiques, les carcinomes

médullaires et les carcinomes métaplasiques [20-21-23].

2. Description _immunohistochimique : tumeurs triples négatives (tumeurs
basal-like/ tumeurs apocrines)

Le terme tumeur « triple-négative » (TN) est une définition immunohistochimique
correspondant a I’'absence d’expression des récepteurs a I’cestrogéne, a la progestérone et a
I’labsence de surexpression ou d’amplification du récepteur HER2, et il est utilisé en pratique
clinique.

En France, les seuils de négativité retenus sont de moins de 10 % de cellules marquées
pour les récepteurs hormonaux (RH), et un marquage membranaire d’HER2 de score O ou 1+ ou
bien 2+ maissans amplification en hybridation in situ (CISH, FISH ou SISH pour HER2). En
Amérique du nord, ’expression des RE et RP est considérée comme positive si au moins 1% des
cellules tumorales sont positives [6]. Cependant, il parait important de rappeler ici, a I'instar
des recommandations de plusieurs groupes internationaux [22], que la définition retenue pour
les CSTN correspond bien a une parfaite négativité des RH (absence de toute cellule marquée) et

a I’absence d’expression ou d’amplification de HER2.
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2.1. Tumeur basal-like (BL)

Les tumeurs BL sont habituellement RO-négatives, RP-négatives et HER2-négatives,
avec une forte expression des cytokératines de haut poids moléculaire CK5/6,14, EGFR et

c-Kit [23].

Les tumeurs ainsi identifiées comme BL par I'immunohistochimie constituent un groupe
tres hétérogene et il faut distinguer 2 sous-groupes :
- les BL de phénotype BL pur exprimant les cytokératines basales,
- les BL de phénotype myoépithélial exprimant la P63, I’actine muscle lisse ou la

PS100.

En pratique les tumeurs BL sont souvent assimilées aux CSTN. Or, dans le groupe CSTN,
on retrouve le groupe BL, qu’il soit pur, ou de phénotype myoépithélial, et le groupe apocrine
[26]. En effet, il semble plus exact de dire que la majorité, et non la totalité, des tumeurs TN
ont un phénotype BL et que lamajorité, et non la totalité, des tumeurs BL ont un phénotype TN.

Lesétudes extrapolant les résultats et les conclusions portant sur des CSTN aux
tumeurs BL ou inversement sont maintenant percues comme inexactes.

Les derniers chiffres de la littérature internationale montrent que 80 % des tumeurs TN
ont un phénotype BL [27], et qu’au moins 20 % des tumeurs BL expriment les RO ou
surexpriment HER2, ces chiffres pouvant aller de 18 % a 40% [28].

Sur le plan génomique, les carcinomes basal-like présentent de nombreuses
altérations génomiques, avec plusieurs gains et pertes de segments chromosomiques (9), des
mutations du géne p53 dans presque 100% des cas [24], une activation de la voie AKT avec
fréquentes mutations de PTEN [25] et tres souvent une inactivation somatique (c’est a dire

survenant dans la tumeur au cours de la carcinogénéese) du géne BRCAT.

2.2. Tumeur de phénotype apocrine

Si un CSTN n’exprime ni les cytokératines de haut poids moléculaire, ni EGFR, ni c-KIT,

on retient un phénotype apocrine [29] se définissant par une positivité aux récepteurs aux
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androgenes (RA) a I'immunohistochimie.

Sur le plan génomique, ce groupe présente une signature de type « apocrine » avec, en
particulier, Il'activation de la voie de signalisation de récepteur des androgénes. Cette
observation ouvre des perspectives de nouvelles possibilités thérapeutiques hormonales anti

androgéne [30].

3. Description moléculaire et tumeur de type basal-like et claudin-low

L’étude de Perouet Sorlie en 2000 [31] sur le seul groupe triple-négatif a permis de
dégager deux groupes moléculaires différents : Basal-like et Claudin-low. Elle a ainsi aidé a
mieux comprendre les différentes formes de présentation clinique et profils de rechute, de

métastases ou de survie.

Towards a novel classification of human malignancies
based on gene expression patterns

- 3 ; p ournal of Patholo
Ash A, Alizadeh', Douglas T. Ross’, Charles M. Perou” and Matt van de Rijn** ;Pu:hal 2001; 195: 4?“52_

" DO1: 10.1002/ pach.889
5 ¥
- B

., %

., ;@ cDNA array
mRNA lﬂé@ :-’-‘::f
'

k. ErbB2
\

cDNA -

DNA microarray

Figure I. Schematic representation of a DNA microarray
hybridization comparing gene expression of a malignant epithelial
cancer with its normal tissue counterpart

Figure 6: Représentation schématique de la puce a ADN

Journal of pathology 2001 ; 195 : 41-52]
3.1. Tumeur de type basal — like

Les tumeurs BL, issues des cellules basales/myoépithéliales, se caractérisent par :
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- la sous-expression de genes de la signature luminale correspondant aux genes
des RO ou des RP ainsi qu’une sous expression des genes GATA3, LIV1 ou BCL2 ;

- l'absence de surexpression du géne HERZ2 ;

- une forte expression des genes des CK de haut poids moléculaire, dites basales
(CK5/6, 14 et 17), des genes EGFR, CKIT, FABP7, cavéolines 1 et 2. Le géne de la
P-cadhérine est également fortement exprimé.

- Iexpression forte de geénes de prolifération comme STK6, BUBIlet

TOPOisomérase 2alpha.

Une mutation de P53 est mise en évidence dans 95 a 100 % des carcinomes BL [27]. Il
existe aussi tres souvent des pertes d’expression ou des altérations du gene PTEN avec
activation de la voie AKT/mTOR [28]. Les analyses par puces d’hybridation génomique
comparative (@CGH) ont montré des remaniements du génome tres variés et nombreux,
représentés par des anomalies de nombres des chromosomes liés a des gains ou des pertes

mais peu d’amplifications géniques majeures [32] (voir figure 7).

Tumeurs Tumeurs
triple négative Basal Like

Mutation ou
dysfonction
BRCA1

Figure 7 : Recouvrement des formes de cancer du sein TN et BL [31]
3.2. Tumeur de type claudin-low

Trés récemment, un nouveau sous-groupe moléculaire bas en claudin a été mis en

évidence, appelé claudin-low. Ces tumeurs expriment faiblement les protéines des jonctions
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intercellulaires et se caractérisent par une expression basse ou absente des marqueurs de
différenciation luminale [31].

Par ailleurs, elles expriment fortement les marqueurs de transition épithélio-
mésenchymateuse, les genes de la réponse immunitaire et les marqueurs des cellules souches
cancéreuses (ALDHT1...). Il s’agit du sous-type moléculaire le moins fréquent (12-14 %).
Morphologiquement, ce sont des tumeurs typiquement de haut grade, souvent richement
infiltrées par des lymphocytes. La plupart des tumeurs claudin-low sont des carcinomes de

type non spécifique auxquels s’ajoutent de fréquents carcinomes médullaires et métaplasiques.

Finalement, au sein des CSTN, les deux sous-types moléculaires les plus fréquemment
identifiés seraient :
e le typeBL, plus tardif dans la carcinogénése
e le type claudin-low, proche du phénotype des cellules souches, correspondant a la

premiére étape de différenciation d’une cellule tumorale.

Ce groupe récent claudin-low n’est pas admis par tous et est encore largement discuté.

Cellule souche = g

e

Progeniteursll-
bipotents f
+AR

Cancers basaux

é

-

(BRCA1, médullaires, autres) o Cancers
. luminaus
Luminaux B
.' ’ Luminaux A
Cellule myoépithéliale Q Cellule gandulaire
CK14+ SMA+ alveolaire

CK8/ 18+,
FR+ (IATAR+

Figure 8 : Schéma de la différenciation épithéliale mammaire normale et tumorale [8]
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Les CSTN représentent un groupe hétérogene, sur le plan clinique, morphologique,
moléculaire et immunohistochimique. Notre travail a pour but I'individualisation de sous groupes
pronostiques différents des cancers du sein triple-négatifs en se basant sur une étude
immunohistochimique utilisant les anticorps basaux anti-CK5/6, les anticorps d’agressivité anti-

p53, anti-Bcl2, anti-Ki-67 et le proto-oncogene CD117.
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. Matériel du travail

C’est une étude rétrospective dans le cadre d'un projet de recherche, qui permet de
reclasser les carcinomes triple-négatifs au sein de groupes pronostiques hétérogénes en
réalisant une étude immunohistochimique utilisant les anticorps basaux CK5/6 et les
anticorps d’agressivité p53, BCL2, Ki67 et le CD117.

Pour réaliser ce travail, nous avons recueilli 25 cas des cancers du sein triple-négatifs
diagnostiqués au service d’Anatomie-pathologique du CHU Mohammed VI de Marrakech,

entre Janvier 2005 et Janvier 2016.

Il. Méthodes du travail

1. Sélection de la population étudiée

1.1. Critéres d’inclusion

Nous avons sélectionné dans notre étude les blocs de paraffine des biopsies mammaires
ou pieces opératoires des patientes présentant un cancer du sein triple négatif avec :
= Absence d’expression des récepteurs hormonaux (récepteurs a I'cestrogene et a la
progestérone RO/RP) ou avec un seuil de négativité de <1% des RO et des RP
= Absence d’expression du facteur de croissance épidermique HER 2 ou avec un

score 1+ ou 2+ non amplifié par hybridation in situ (CISH, FISH ou SISH)

1.2. Critéres d’exclusion

Nous avons exclu dans notre étude les patientes avec :

"RO >1%ou RP >1%
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2. Etape technigue et étude immunohistochimique

2.1. Réalisation du TMA(Tissu MicroArrayer)

a. Principe du TMA

La technique des TMA est un outil indispensable pour la validation a grande échelle, des
nouvelles découvertes concernant les altérations des génes. Cette technique permet de
prendre en compte aussi les informations relatives aux taux d’expression et de localisation
tissulaire des produits d’expression de ces génes.

La technologie des TMA consiste a collecter en un seul bloc d’inclusion en paraffine des
centaines d’échantillons tissulaires, sous forme de carottes cylindriques prélevées a partir de
plusieurs blocs de paraffine classiques. Le recours a des petits échantillons, qui varient entre
600um et 2mm, permet la préservation des blocs donneurs, qui sont souvent des ressources
précieuses. De ce fait, les blocs donneurs peuvent étre ultérieurement intégrés dans de

nouvelles études [33].

Figure 9 : Coupe histologique d'un bloc TMA.

A : lame histologique d’un bloc TMA / B : image d’un seul spot (coupe d’une seule carotte) [33]

Le bloc TMA, peut étre utilisé comme n’importe quel bloc d’archive classique. Des coupes
histologiques peuvent étre pratiquées pour monter des lames de microscope comprenant

plusieurs dizaines a plusieurs centaines de coupes de tissus (Figure 1). Ainsi, l'utilisation des
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méthodes d’'IHC sur les coupes de TMA rend envisageable les études sur de tres grands
nombres de tissus en méme temps.

Les protocoles classiques d’'IHC s’appliquent sans modification sur les lames de TMA.
Il ne faut changer ni la concentration ni le volume des produits déposés par lame. Des lors,
les économies de réactifs sont considérables et directement proportionnelles au nombre de
tissus par lame. Des études a grande échelle deviennent réalisables avec des budgets plus

restreints et un gain important de temps [33]

Figure 10 : Le TMA Micro Arrayer : instrument pour réaliser des blocs TMA [33]

b. Plan de construction des TMA

b.1. Elaboration du plan de construction des TMA

Cette phase préliminaire comporte plusieurs étapes :

e formulation d’un objectif : tel que le notre qui consiste a étudier le profil d’expression
des marqueurs ki67, p53, BCL2, CK5/6 et CD117 des tumeurs triple-négatives.

e choix des blocs d’archives donneurs a inclure pour la confection du bloc TMA. Ces
archives doivent étre suffisamment documentées (ex. données cliniques des
patients et le grade de la tumeur),

e élaboration d’un plan détaillé, concernant le nombre et 'emplacement des carottes a
prélever au niveau de chaque bloc donneur, puis leurs emplacements futurs sur le

bloc TMA.
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Une fois le plan établi et avant de procéder a la construction du bloc TMA, une coupe de
4um est pratiquée au niveau de chaque bloc d’archive donneur. A I'aide d’une coloration
standard, HES (Hématoxyline-Eosine-Safran), le pathologiste observe les structures tissulaires
des blocs donneurs. C’'est une étape nécessaire qui permet d’une part, le contréle de la qualité
des blocs recrutés, et d’autre part la délimitation des zones d’intéréts, ou le technicien peut

apres réaliser le carottage.

c. Confection du bloc TMA

L’appareil permettant de construire des blocs TMA est le « MicroArrayer ». Celui-ci est
constitué d’une tourelle comportant 2 aiguilles, ayant un diamétre de 2 mm. Le Micro Arrayer
Manuel est mobile selon deux axes équipés de micrometres a affichage digital pour définir les
points de carottage avec une précision de 1 um. Il se compose d'un carrousel a 4 positions qui
permet la construction en parallele et simultanément de 4 blocs TMA. Ce carrousel facilite les
opérations et réduit les manipulations de blocs. Il permet aussi de maintenir la précision de

positionnement sur I'ensemble des blocs méme avec la rotation [33].

li>

Figure 11 :Construction d'un bloc TMA. Les carottes sont prélevées a l'aide de l'aiguille du
microArrayer, a partir des blocs de biopsies donneurs. Ensuite ces carottes sont transférées vers

le bloc de TMA receveur
[Laboratoire d’immunohistochimie du Centre de Recherche Clinique au sein du CHU Mohammed VI de Marrakech].

- 28 -



Profil phénotypique des marqueurs immunohistochimiques (p53, Bcl2 et CK5/6) du cancer du sein triple-négatif

De maniere générale, la confection du bloc TMA est réalisée suivant 3 étapes :

e Préparation du bloc receveur : des trous sont pratiqués dans le bloc a I'aide de la
premiere aiguille du MicroArrayer. Les trous sont pratiqués généralement au fur et
a mesure de l'avancement du plan expérimental et selon les coordonnées
calculées et définies par celui-ci.

e Prélévement des carottes des blocs de biopsies donneurs : la deuxieme aiguille
est enfoncée dans les blocs donneurs, au niveau des zones de carottages
définies auparavant par le pathologiste. Puis I'aiguille est retirée prélevant ainsi
une carotte ayant le méme diameétre que I'aiguille. Soulignons que 600 um est le
diameétre le plus utilisé pour la réalisation des carottes.

e Transfert des carottes dans le bloc TMA receveur: I'aiguille comportant la carotte
prélevée est amenée a proximité de la surface du bloc TMA receveur, directement
au-dessus du trou préalablement percé. Puis, la carotte est poussée hors de
I'aiguille et transférée dans le trou du bloc receveur. L'opération est répétée

jusqgu'au transfert total des carottes.

Une fois fabriqué, le bloc TMA est incubé a 37°C pendant 10 a 15 minutes. Cela permet
de réchauffer la paraffine afin d'établir une bonne cohésion entre les carottes et la paraffine du
bloc receveur. Cette température ne devra pas dépasser une plage de valeurs prédéfinies afin

de ne pas détériorer les protéines des tissus a étudier [30-33].
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d. Réalisation des coupes TMA

Figure 12 : Notre bloc TMA

2.2. Etape technigue

Bloc de cancer du sein triple-négatif, aprés fixation par le formol tamponné a 4% et
inclusion en paraffine, archivé au sein du service :

= Microtomie : réalisation de coupes fines de 4 Um d’épaisseur par microtome
semi-automatique : 6 rubans montés sur 6 lames, 1 pour coloration standard a
I’Hématéine-Eosine, et 5 pour étude immunohistochimique des marqueurs
CK5/6, CD117, p53, Bcl2 et Ki-67.

» Incubation dans I’étuve pendant une nuit a 37°c pour fixation

» Démasquage et déparaffinage au bain marie a 98,9°c pendant 20min

* Immunohistochimie par automate

Huit cas des CSTN de notre étude (entre 2005 et 2013) ont été réalisés ainsi.
Suite a la réception au service d’anatomie-pathologique du CHU Mohammed VI de
Marrakech de la technologie du Tissu Micro-Arrayer (TMA) en 2015, nous avons réalisé les 17

cas de triple-négatifs restants en un seul bloc TMA.

-30-



Profil phénotypique des marqueurs immunohistochimiques (p53, Bcl2 et CK5/6) du cancer du sein triple-négatif

2.3. Etude immunohistochimique

L’appareil

AutostainerLink48

(Dako) a

permis

d’effectuer la  technique

immunohistochimique automatisée sur les coupes de tissus fixés et inclus en paraffine. La

description des marqueurs ciblés et des protocoles d’immunohistochimie figurent au tableaul.

Tableau V : marqueurs utilisés en technique immunohistochimique

Marqueurs Fabricant clone Isotype Localisation
ER Cellmark SP1 IgG Nucléaire
PR Cellmark SP2 IgG1 Nucléaire
HER-2 Dako (kit) RBT-HE IgG Membranaire
CK5/6 Dako D51684 IgG1 & I1gG1 Membranaire/Cytoplasmique
KI-67 Dako MIB-1 IgG1/K Nucléaire
P53 Dako DO-7 IgG2b/k Nucléaire
BCL2 Dako 124 IgG1/k Cytoplasmique
CD117 Dako YR145 IgG Cytoplasmique /Membranaire

Les protocoles d’immunohistochimie permettent d’évaluer ’expression des marqueurs
CK5/6, BCL2, P53, Ki-67 et CD117 des carcinomes mammaires triple-négatifs. Les anticorps
primaires correspondant ont été incubés pendant 30 minutes. Aprés lavage, un complexe
correspondant au polymere HRP Rabbit /Mouse reconnaissant la partie non spécifique (ou
commune) de I'anticorps primaire, a été appliqué pendant 20 minutes.

La réaction anticorps/antigéne, ainsi amplifiée, est révélée a Il'aide de Ia
Diaminobenzydine de couleur brune (chromogéne DAB (Kit Dako) préparée en extemporané en
le diluant dans son substrat (a raison de 10 ul/ml de substrat de chromogéne). Les témoins
négatifs, sans I'ajout de I’anticorps primaire ont été testés au préalable. A la fin, les coupes
sont contre-colorées par [I’Hemaluen de visualiser le

Mayer pour marquage

immunohistochimique quand il existe.
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Tableau VI : protocole d’immunohistochimie pour la révélation des protéines utilisées
Anti T Anti T
n.|corps Prétraitement | Dilution . emps. f |corr.>s Dilutionn . emps. Révélation
primaire d’incubation | secondaire d’incubation
Polymeére
Anti  ki- | Tampon prét | 1:75 ) HRP- Prét a ) DAB
. . 30 min . 3 . 20 min .
67 a I’emploi Dako conjugué I’emploi (Kit Dako)
(Dako)
Polymére
Anti- Tampon prét | 01 :50 ) HRP- Prét a ) DAB
< . 30 min ) , , . 20 min .
CK5/6 a I’emploi Dako conjugué I’emploi (Kit Dako)
(Dako)
Polymeére
) Tampon prét | 1:25 ) HRP- Prét a ) DAB
Anti- P53 | | | . 30 min . i , . 20 min .
a I’emploi Dako conjugué I’emploi (Kit Dako)
(Dako)
Polymeére
Anti- Tampon prét | 01 :50 ) HRP- Prét a ) DAB
< . 30 min . B , . 20 min .
BCL2 a l’emploi Dako conjugué I'emploi (Kit Dako)
(Dako)
Polymeére
Anti- Tampon prét | 1:300 . HRP- Prét a . DAB
< . 30min . 3 , . 20min .
CD117 a I’emploi Dako conjugué I’emploi (Kit Dako)
(Dako)
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Figure 13 : Lames histologiques de notre bloc TMA : marqueur CK5/6, CD117, p53 et Bcl2
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lll. Recueil des données

Pour réaliser ce travail, nous avons collecté les données suivantes :
= L’age de la patiente
= Le type de préléevement
" Les caractéristiques anatomopathologiques (type histologique, grade
histopronostique SBR modifié par Ellis et Elston, taille TNM, envahissement
ganglionnaire, association avec composante intra canalaire et emboles vasculaires

péri-tumoraux)

= Les résultats de I’étude immunohistochimique :
v Les cytokératines 5 et 6
v' La protéine CD117
v' Le marqueur Ki-67
v’ Lap53
v" La protéine BCL-2

Ces données ont été recueillies et notées sur la fiche d’exploitation (cf. annexe).
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|. Caractéristiques clinico-pathologiques des carcinomes
mammaires triple-négatifs

1. Age

L’age moyen était de 51 ans avec des extrémes de 24 a 70 ans. 84% des femmes

agées de >35 ans sont atteintes de CSTN.

<35ans m>35ans

Figure 14 : Répartition des CSTN selon I’age

2. Type histologique

Sur le plan histologique, le carcinome mammaire de type non spécifique était
prédominant avec 22 cas (88%), suivi par le carcinome de type spécifique lobulaire, le
carcinome a différenciation médullaire et le carcinome micro papillaire infiltrant avec 1 seul

cas pour chacun de ces types.
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TYPE HISTOLOGIQUE

25
20 33
15
10
5
1 1 1
0 |
Carcinome de type non spécifique Carcinome lobulaire infiltrant
Carcinome tubuleux Carcinome micropapillaire infiltrant
B Carcinome mucineux Carcinome cribriforme

M Carcinome a différentiation médullaire

Figure 15 : Répartition des CSTN selon le type histologique

3. Grade histopronostigue SBR (modifié par Ellis et Elston)

Les tumeurs de grade Il étaient majoritaires avec 54% des cas.
Les tumeurs de grade lll représentaient 46% des cas et on a noté I’absence de tumeurs

de grade I.

46%

54%

B deSBR mIldeSBR Ill de SBR

Figure 16: Répartition des CSTN selon le grade histopronostique SBR
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4. Taille TNM (selon AJCC)

Dans cette étude, on a noté un pourcentage élevé des tumeurs classées en T2 qui
représentaient 72% des cas, suivis par les tumeurs classées en T1 avec 16% puis les tumeurs

classées en T3 avec 12% des cas ,et on n’a pas noté de cas classés en T4.

Tableau VII: Répartition des CSTN selon la taille

Taille TNM Effectifs
T1 4
T2 18
T3 3
T4 0

5. Association avec composante intra-canalaire

80% des CSTN n’étaient pas associés a une composante intra-canalaire, et seulement

20% des cas présentaient cette association.

QOui = Non

Figure 17: Répartition des CSTN selon I’association avec composante intra-canalaire

-37-




Profil phénotypique des marqueurs immunohistochimiques (p53, Bcl2 et CK5/6) du cancer du sein triple-négatif

6. Emboles vasculaires

Les emboles vasculaires péri-tumoraux étaient présents dans 56% des cas.

4%

56%

= Oui = Non

Figure 18 : Répartition des CSTN selon les emboles vasculaires

Il. Profil phénotypique des marqueurs immunohistochimiques des
carcinomes mammaires triple-néqgatifs

Dans notre étude, on a noté 25 cas de CSTN au sein du service d’anatomie
pathologique du CHU Mohammed VI de Marrakech entre Janvier 2005 et Janvier 2016

confirmés par étude immunohistochimique, pour établir leur profil phénotypique.

1. CK5/6

Seize cas de CSTN étudiés n'ont pas exprimé les CK5/6. Seulement 9 cas ont
exprimé les CK5/6, avec un marquage faible dans 8 cas et un pourcentage de cellules
marquées variant entre 1 et 10%, et un marquage modéré dans un seul cas avec un

pourcentage de cellules marquées de 50%.
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Tableau VIl : Expression des CK5/6 chez les CSTN

Marqueur
Cas CK5/6

- + % Intensité
1 + <5% Faible
2 + <5% Faible
3 + <5% Faible
4 - Absent
5 + <5% Faible
6 - Absent
7 + 1% Faible
8 + 10% Faible
9 + 1% Faible
10 - Absent
11 - Absent
12 - Absent
13 - Absent
14 - Absent
15 - Absent
16 - Absent
17 - Absent
18 - Absent
19 - Absent
20 + 50% Modérée
21 - Absent
22 + 5% Faible
23 - Absent
24 - Absent
25 - Absent
Total 16 9
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Figure 19: Expression cytoplasmique faible du marguage des cytokératines 5 et 6 (CK5/6)

dans les tumeurs du CSTN étudiées (Gross. original x 200).

2. KI67

L’intensité du marquage de l'index de prolifération Ki-67 était modérée chez 21 cas de
nos CSTN étudiés avec un pourcentage de cellules marquées allant de 10 a 30%.
Une intensité du marquage forte retrouvée chez 3 cas avec un pourcentage de cellules

marquées entre 70 et 90%.
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Tableau IX : Expression du Ki-67 chez les CSTN

Marqueur
Cas Ki-67

% Intensité
1 30% Modérée
2 30% Modérée
3 30% Modérée
4 30% Modérée
5 30% Modérée
6 30% Modérée
7 30% Modérée
8 25% Modérée
9 25% Modérée
10 25% Modérée
11 20% Modérée
12 20% Modérée
13 20% Modérée
14 70% Forte
15 70% Forte
16 60% Modérée
17 60% Modérée
18 40% Modérée
19 40% Modérée
20 15% Modérée
21 15% Modérée
22 90% Forte
23 50% Modérée
24 35% Modérée
25 10% Faible
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Figure 21 : Expression nucléaire modérée du marquage de ki-67 dans Les tumeurs du CSTN
étudiées (Gross. Original x 200).
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Figure 22: Expre55|on nuclealre forte du marquage de Ki-67 dans les tumeurs du CSTN étudiées

(Gross.Originalx 200).
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3. P53

Dix-neuf cas de notre étude étaient positifs pour la p53 avec une expression forte
dans 10 cas et un pourcentage de cellules marquées variant entre 70 et 90%.

Trois cas avaient une expression modérée et un pourcentage de cellules marquées
entre 50 et 60%.

Six cas ont montré une expression faible avec un pourcentage de cellules marquées
entre 1 et 10% Seulement 6 cas n’ont pas exprimé la p53.

Tableau X : Expression de la p53 chez les CSTN

Marqueur
Cas P53

- + % Intensité
1 + 90% Forte
2 + <5% Faible
3 + 10% Faible
4 + 1% Faible
5 + <5% Faible
6 + >90% Forte
7 + <1% Faible
8 + 80% Forte
9 + >90% Forte
10 - Absent
11 - Absent
12 - Absent
13 - Absent
14 - Absent
15 + >70% Forte
16 + >70% Forte
17 + >70% Forte
18 + 5% Faible
19 - Absent
20 + 80% Forte
21 + 50% Modérée
22 + 80% Forte
23 + 60% Modérée
24 + 50% Modérée
25 + 80% Forte
Total 6 19
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quure 23 :Expression nucléaire falble du marguage de Ia |:>53
dans les tumeurs du CSTN étudiées (Gross. original x 200).
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Figure 24 : Expressmn nuclealre forte du marquage de la p53

dans les tumeurs du CSTN étudiées (Gross. original x 200).

4. BCL2

Le marquage des cellules tumorales était positif pour la BCL2 dans 13 cas, dont 6 cas
ont présenté un marquage fort, avec un pourcentage de cellules marquées entre 70 et 80%.

Cinqg cas avaient un marquage modéré et un pourcentage de cellules marquées
variant entre 30 et 60%. 2 cas ont présenté un marquage faible.

12 cas n’ont pas exprimé la BCL2.
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Tableau Xl : Expression de la BCL2 chez les CSTN

Marqueur
Cas BCL2

— + % Intensité
1 - Absent
2 - Absent
3 - Absent
4 - Absent
5 - Absent
6 + 80% Forte
7 + 60% Modérée
8 + 80% Forte
9 + 30% Modérée
10 - Absent
11 - Absent
12 + 60% Modérée
13 + 50% Modérée
14 + >70% Forte
15 + >70% Forte
16 + >70% Forte
17 + >70% Forte
18 - Absent
19 - Absent
20 + 5% Faible
21 - Absent
22 - Absent
23 + 60% Modérée
24 + 5% Faible
25 - Absent
Total 12 13
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Figure 25 : Expression cytoplasmique falble du marquage de la BcI—2 dans les tumeurs du
CSTN étudiées (Gross. original x 200).
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Figure 26 : Expression cytoplasmigue modérée du marquage de Ia BcI2 dans les tumeurs du
CSTN étudiées (Gross. original x 200).
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Figure 27 : Expression cvtoplasmlque forte du marquage de la Bcl2 dans Ies tumeurs du CSTN
étudiées (Gross. original x 200).
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5. CD117

CD117 était positif chez 9 cas des tumeurs triple-négatives de notre étude, avec une
intensité de marquage modérée et un pourcentage de cellules marquées de 50% chez un seul cas
et un marquage faible avec un pourcentage de cellules marquées entre 5 et 10% chez les huit cas
restants.

Seize cas de notre série n’ont pas exprimé le CD117.

Tableau XIlI : Expression de CD117 chez les CSTN

Marqueur
Cas CD117

- + % Intensité
1 - Absent
2 - Absent
3 + 5% Faible
4 - Absent
5 + 5% Faible
6 + 10% Faible
7 + 5% Faible
8 - Absent
9 + 5% Faible
10 - Absent
11 - Absent
12 + 5% Faible
13 - Absent
14 + 5% Faible
15 - Absent
16 - Absent
17 - Absent
18 - Absent
19 - Absent
20 - Absent
21 + 5% Faible
22 - Absent
23 + 50% Modérée
24 - Absent
25 - Absent
Total 16 9
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Figure 29 : Expression cytoplasmiqgue modérée du marquage de CD117
dans les tumeurs du CSTN étudiées
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lll. Comparaison des facteurs clinico—pathologiques et I’expression
des marqueurs immunohistochimiqgues chez les CSTN

Tableau XllIl : Comparatif des facteurs clinico-pathologiques
en fonction de I’expression des cytokératines 5 et 6 chez les CSTN étudiés

Paramétre clinicopathologique GLOBALE CK5/6 + CK5/6 -
Age N % N % N %
<35 ans 4 16,0 2 22,2 2 12,5
>35 ans 21 84,0 7 77,8 14 87,5
Type Histologique
Carcinome de type non spécifique 22 88,0 7 77,8 15 93,8
Carcinome de type spécifique lobulaire 1 4,0 1 11,1 0 0,0
Carcinome micropapillaire infiltrant 1 4,0 0 0,0 1 6,3
Carcinome a différentiation médullaire 1 4,0 1 11,1 0 0,0
Grade Histo pronostique SBR
Grade Il 13 54,0 5 62,5 8 50,0
Grade I 11 46,0 3 37,5 8 50,0
Taille TNM
T1 4 16,0 1 11,2 3 18,8
T2 18 72,0 8 88,8 10 | 62,5
T3 3 12,0 0 0,0 3 18,8
In situ haut grade
Qui 5 20,0 2 22,8 3 18,8
Non 20 80,0 7 77,2 13 81,2
Emboles vasculaires
Qui 14 56,0 3 33,3 8 50,0
Non 11 44,0 6 66,7 8 50,0
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Tableau XIV : comparatif des facteurs clinico-pathologigues
en fonction de I’expression de p53, Bcl2 et CD117

Paramétre clinicopathologique P53 BCL2 CD117
Age N % N % N %
<35 ans 4 | 21,1 3 1231 | 2 22,2
>35 ans 15 | 789 | 10 | 76,9 | 7 77,8
Type Histologique
Carcinome de type non spécifique 17 1 89,5| 11 | 84,6 | 9 | 100,0
Carcinome de type spécifique lobulaire 1 5,3 1 7,7 0 0,0
Carcinome micropapillaire infiltrant 0 0,0 1 7,7 0 0,0
Carcinome a différentiation médullaire 1 5,3 0 0,0 0 0,0
Grade Histo pronostique SBR
Grade Il 10 {556 | 9 |692]| 8 88,9
Grade Il 8 44.4 4 30,8 1 11,1
Taille TNM
TI 3 15,8 3 23,1 | 0 0,0
T2 14 | 73,7 9 |692]| 8 88,9
T3 2 10,5 1 7,7 1 11,1
In situ haut grade
Oui 5 26,3 2 15,4 | 2 22,2
Non 14 (73,7 | 11 84,6 7 77,8
Emboles vasculaires

Oui 8 | 42,1 6 | 46,2 | 6 66,7
Non 11 | 579 7 |53,8] 3 33,3
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Le CSTN se caractérise par une absence d’expression des récepteurs hormonaux et
absence d’amplification du HER2. Il est associé a un comportement particulierement agressif
[35,37] et ne bénéficie, actuellement, d’aucun traitement ciblé, la seule thérapeutique
systémique, validée, est la chimiothérapie (CMT). Malgré I'utilisation des schémas récents de

CMT, son pronostic reste sombre [36,38]

I. Définitions

1.CK5/6 :

Le marquage des protéines cytokératines 5 et 6 se retrouve a la fois dans le
cytoplasme et dans la membrane plasmique. Le sein normal exprime ces CK de masse
moléculaire élevée dans les cellules myoépithéliales et les cellules souches et progénitrices de
I'assise basale, d’ou la supposition de leur liaison particuliere au phénotype basal-like [31,

34, 39].

2.KI-67 :

La protéine ki-67 est le marqueur de prolifération le plus utilisé en IHC, pour mettre en
évidence des cellules en cycle cellulaire [40] .Elle s’exprime lors de la prolifération cellulaire
et se retrouve sélectivement dans le noyau. Un indice de marquage élevé est associé a un
niveau élevé de prolifération cellulaire, souvent en phase mitotique. Dans le cancer du sein,
I'expression du marqueur ki-67 s’associe a un plus haut risque de récidives tumorales et a une
diminution sensible de la survie [41,42]. Elle est trés peu exprimée dans les cellules

épithéliales du sein normal et est généralement associée aux carcinomes de haut grade [43].
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3.P53:

La protéine P53 est responsable du contréle du cycle cellulaire, en inhibant Ia
prolifération permettant I'arrét du cycle cellulaire ou apoptose. Elle favorise le processus de
réparation des structures cellulaires endommagées, comme I’ADN. Les p53 mutées sont

accumulées dans le noyau des cellules tumorales ce qui permet leur détection par IHC [43].

4.BCL2 :

La BCL2 est une protéine exprimée dans le cytoplasme des cellules. Elle se retrouve
essentiellement dans les cellules progénitrices des tissus lymphoides et est considérée comme
un facteur pronostique clinico-pathologique pour les carcinomes invasifs notamment les

carcinomes mammaires [44].

5.CD117

CD117, aussi connu sous les noms de proto-oncogéne c-Kit, tyrosine-protein kinase
Kit, est une protéine, codée par le gene kit.

CD117 est un récepteur tyrosine kinase trouvé sur les cellules interstitielles de Cajal,
les cellules germinales, I’épithélium du sein et les mastocytes. Ce récepteur est trouvé sur une
large variété de cellules tumorales. Il est exprimé dans 31% des cancers du sein avec un profil

basal-like [37,45].

- 53 -



Profil phénotypique des marqueurs immunohistochimiques (p53, Bcl2 et CK5/6) du cancer du sein triple-négatif

Il. Profil phénotypique des marqueurs immunohistochimiques des
CSTN

1. Cytokératines 5et 6

Seuls 36 % de nos carcinomes triple-négatifs ont exprimé ce marqueur avec un
marquage faible dans 78% des cas.

Ce type de kératine, est généralement exprimé par les cellules basales des épithéliums
pavimenteux malpighiens tels que les cellules myoépithéliales des acini, d’ou la supposition de
leur liaison particuliere au phénotype basal [31, 34, 39,6]. Le carcinome de phénotype basal,
est une entité définie initialement par un profil d’expression génique, au sein des CSTN en
utilisant des marqueurs IHC additionnels, au dela de la triple-négativité [6]. L'une des
définitions les plus connues a été proposée par Nielsen et al.et incluait la négativité des
récepteurs ostrogéniques (RE) et HER2, associée a une positivité de CK5/6 et/ou de I'EGFR.

Nos résultats ne concordent donc pas parfaitement avec ceux de Perou et al. , J.Clerc
et al., Nielsen et al., A. Gongalves et al. .

Cette absence d’expression des CK5/6 chez 64% des carcinomes mammaires triple-
négatifs étudiées, peut suggérer une orientation vers la catégorie « apocrine ». Ainsi, on
pourra suggérer que dans les tumeurs triple-négatives étudiées, 36% ont un phénotype
basal-like sous la base d’expression des CK5/6, et 64% ont un phénotype apocrine en se
basant sur la définition de Nielsen et al.

Dans notre étude, nous avons essayé de reclasser les CSTN au sein de groupes
pronostiques hétérogeénes, en comparant I’expression des marqueurs d’agressivité p53 et Bcl-
2, de prolifération Ki-67 et le CD117 pour caractériser les CSTN de phénotype basal-like ou

basal et ceux de phénotype apocrine.
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2. Corrélation clinico-immuno-pathologigue chez les carcinomes mammaires
triple—négatifs

2.1. CSTN de phénotype basal-like

Les CSTN constituent I'un des groupes les plus difficiles du cancer du sein par son
hétérogénéité et sa complexité [46].

Dans notre étude, 36% des CSTN ont exprimé les cytokératines 5et 6 et sont donc de
phénotype basal-like, selon la définition de Nielsen et al.. Il a été montré que c-Kit (CD117) est
exprimé préférentiellement dans les tumeurs du sein triple-négatives de phénotype basal-like [47].

Tous les CSTN ayant exprimé les CK5/6 dans notre étude, ont également exprimé le
CD117. Ce résultat est en accord avec la définition d’A.vincent-salomon et al. des carcinomes
de type basal-like qui dit que : « Le type basal-like est caractérisé en analyse transcriptomique
par un trés faible niveau d’expression des génes des RO,HER2, associé a une expression forte
des genes tels que les cytokératines 5 et 6 et 17, C-Kit et EGFR » [65].

Ce type tumoral est associé au pronostic le plus défavorable [6].

La signalisation par c-Kit semble jouer un role majeur dans la transformation cellulaire
et la différenciation. L’expression du c-Kit dans les tumeurs malignes est d’'un grand intérét
thérapeutique, car Kit est I'une des cibles d’une thérapie ciblée : I'imatinib mesylate (Gleevec),
qui est un inhibiteur de I'activité tyrosine-kinase de c-Kit [46-47].

Le marqueur Ki-67 fait partie des facteurs de pronostic classiques des carcinomes
mammaires [43]. Ce marqueur peut ainsi étre utile dans la caractérisation immunohistochimique
du profil de CSTN en l'utilisant en routine pour des fins pronostiques dans ce type de cancers.
Kutomi et al.avaient montré que le Ki-67 est fortement lié au CSTN et plus spécifiquement le
CSTN de phénotype basal-like.

Dans notre série, nous avons noté une expression élevée du marqueur de la
prolifération Ki-67 avec une mutation de p53 chez 100 % des cas de CSTN de phénotype

basal-like. Cela est comparable aux résultats de la littérature [48-49].
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M.Boisserie-Lacroix et al. ont observé aussi une expression élevée des génes liés a la
prolifération (surexpression de I'EGFR) et une mutation de la p53 dans 82% des cas chez les
carcinomes mammaires triple-négatifs de phénotype basal-like.

Notre étude montre une association significative entre le grade tumoral, la taille
tumorale TNM et la positivité du Ki-67, du p53 et de CD117. Ceci est en accord avec les
résultats de Tahany M et al. [46].

Notre travail avait pour objectif d’évaluer également I'expression de la protéine Bcl-2
comme un marqueur pronostique dans le cancer du sein triple-négatif.

Plusieurs études antécédentes (Callagy et al. ; Dawson et al. ; Abdel-Fatah et al.)[44-50-
51] ont étudié le potentiel important de la Bcl-2 comme facteur pronostique dans le cancer du
sein. Nos résultats ont montré que seulement 44,4% des CSTN de phénotype basal-like ont
exprimé la Bcl-2. Nous avons noté une corrélation entre I'expression de bcl-2 et les variables
clinico-pathologiques. La Bcl-2 a été plutdét exprimée chez les femmes de plus de 35ans et
dans les carcinomes de type non spécifique.

Ces résultats sont en accord avec ceux avancés par AbdEl-Mageed et al. ou 86% des
femmes de moins de 50 ans ont montré une expression élevée de la Bcl-2.

La Bcl-2 est aussi corrélée a d’autres facteurs pronostiques notamment |’agressivité,
le caractére pro métastatique et la résistance a la chimiothérapie (Subhawong et al. ; Pinkas et
al. ; Mimori et al.)[52-53-54].

Des études [56-57-58-59] regroupant 538 tumeurs se sont acharnées a évaluer a
quels sous-types histologiques correspondaient les CSTN de phénotype basal-like. Toutes ont
montré que 81% a 96% d’entre eux sont des carcinomes de type non spécifique.

Les patientes ayant un phénotype basal-like dans notre étude, avaient un age de plus
de 35 ans dans la plupart des cas (77,8%), et leur sous-type histologique le plus fréquent était
le carcinome de type non spécifique dans 77,8% des cas suivi d’un seul cas de carcinome
médullaire et un cas de carcinome de type spécifique lobulaire. Ces résultats concordent

aussi avec ceux de Bertucci et al.[55].
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Notre étude a montré également que les patientes ayant CK5/6 positifs (phénotype
basal-like), avaient un grade | | de SBR dans 62,5% des cas, étaient classées T2 selon TNM
dans 88,9% des cas, 22% seulement présentaient une association avec composante intra-
canalaire et 33,3% des cas avaient des emboles vasculaires. Nos résultats concordent avec
ceux de la littérature [57-58-49-60-61].

Les tumeurs triple-négatives forment un groupe hétérogéne dans leur expression
génique et leur pronostic. Bon nombre d’entre eux sont de type basal-like (56 a 85%) selon
M.Boisserie-Lacroix et al., A. Goncalves et al.

Les résultats de notre étude sont différents de ceux de la littérature, puisque
seulement 36% de nos tumeurs triple-négatives ont un phénotype basal-like. Cette différence
pourrait s’expliquer par un profil spécifique de nos cas limités au périmetre géographique de
la région de Marrakech. Mais, elle pourrait aussi s’expliquer par la petite taille de notre

échantillon.

2.2. CSTN de phénotype apocrine

L’absence d’expression des CK5/6 et de CD117 chez 64% des carcinomes mammaires
triple-négatifs que nous avons étudié, peut suggérer une orientation vers la catégorie apocrine,
comme il a été proposé par Bertucci.F et al.[29].

Ce phénotype «apocrine » correspondrait a un phénotype histologique de tumeurs
agressives, selon les résultats de notre étude : Carcinome de type non spécifique (93,8%), de
grade Il (50%), classé T3 dans 18,8% des cas avec des emboles vasculaires (50%).

Selon A. Gongalves et al. , la discordance entre CSTN basaux et CSTN non basaux ou
apocrines est estimée a seulement 25 a 30%, en se basant sur les facteurs histopronostiques
et moléculaires.

Dans notre étude, nous avons essayé aussi de mettre en évidence cette discordance

entre ces deux entités.

- 57 -



Profil phénotypique des marqueurs immunohistochimiques (p53, Bcl2 et CK5/6) du cancer du sein triple-négatif

Le marqueur de prolifération Ki-67 montrait aussi un marquage élevé chez toutes les
patientes qui n’ont pas exprimé les CK5/6. Les altérations de p53 étaient présentes chez
62,5% de ces patientes. Les patientes ayant un phénotype apocrine (CK5/6 négatif,
CD117négatif) dans notre étude, ont aussi montré une expression de BCL-2 dans 56,25% des
cas.

Concernant le caractére prolifératif, le phénotype apocrine présente donc des
similarités avec le phénotype basal.

L’étude de Sorlie et al. confirme que les altérations de p53 sont plus fréquentes dans les
sous-types agressifs de cancers mammaires tels que les CSTN [62].

D’aprés Stephen et al. , dans le cadre de CSTN/BCL-2 positif, les tumeurs présentent
une résistance a la ATC-CT (Anthracycline), sans préciser s’il s’agit de phénotype basal-like
ou apocrine [63].

L’expression de la Bcl-2 est ainsi un facteur pronostique indépendant des carcinomes
triple-négatifs dans le cas d’un traitement par chimiothérapie néoadjuvante a ATC.

Récemment, selon A. Gongalves et al. , de nouvelles formes de CSTN non basaux ont été
isolées, tels que le sous-type Claudin-low, qui pourrait représenter jusqu’a 30% des CSTN. Cette
variété est caractérisée par une faible expression des claudines, protéines impliquées dans les
jonctions serrées intercellulaires épithéliales et dans les processus d’adhésions. Ces tumeurs
présentent également une faible expression des genes luminaux et des génes de prolifération,
mais un haut niveau d’expression de geénes impliqués dans la transition épithélio-
mésenchymateuse, la biologie des cellules souches et la réponse immunitaire [ 64]. Elles sont
associées a un pronostic plutét défavorable.

Nous avons essayé de caractériser les CSTN et les reclasser au sein de groupes
pronostiques hétérogenes, mais, d’autres analyses, sur un plus large panel de cas étudiés,

seront nécessaires pour confirmer les résultats trouvés dans notre étude.
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lll. Au total :

Le Schéma ci-dessous constitue le résultat de notre étude :

Cancer du sein triple négatif

RO<1% RP<1% HER2 -, 1+, 2+ avec CISH ou FISH
' Non amplifie
CK5/6,CD117
Positifs Négatifs
Basal-like Apocrine
KI-67 eleve KI-67 eleve
Mutation de p53 (100% des cas) Mutation de p53 (62,5% des cas)
Bcl-2 positif (44,44%des cas) Bcl-2 positif (56,25% des cas)

Plan histologique

Basal-like Apocrine
>35 ans (77,8%) 535 ans (87,5%)
Carcinome de type non spécifique (77,8%) Carcinome de type non specifique (33,8%)
Grade Il (62,5%) Grade Ill (50%)
T2 (88,8%) T3 (18,8%)
In situ de haut grade (22,8%) In situ de haut grade (18,8%)

Emboles vasculaires (33,3%) Emboles vasculaires (50%)
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Le cancer du sein « triplenégatif » est une pathologie rare, mais de mauvais pronostic.
L’absence de thérapie ciblée vis-a-vis de cette catégorie de cancer du sein a poussé de
nombreuses équipes a mener des recherches afin d’améliorer la prise en charge et le suivi des
patientes atteintes par ce type de cancer agressif. De nombreux facteurs histologiques et
pronostiques sont en cours d’évaluation. Ces derniers sont sujets a de trées nombreuses études
dans la littérature et peuvent étre des candidats potentiels a la thérapeutique ciblée. Beaucoup
de ces facteurs correspondent a des molécules directement impliquées dans le cycle cellulaire,
d’autres correspondent a des protéines reflétant les capacités d’invasivité des cellules
tumorales ou a des facteurs de croissance. D’autres protéines peuvent étre impliquées dans
la survie ou I'apoptose des cellules tumorales.

Ainsi, les marqueurs Bcl-2, p53, Ki-67, les CK5/6 et CD117 peuvent étre considérés
comme des facteurs pronostiques pour les carcinomes mammaires de phénotype triple- négatif
et peuvent ainsi étre ajoutés a I’ensemble des marqueurs utilisés dans les pratiques cliniques
pour la caractérisation tumorale de ce type de cancer en utilisant la technique immunohistochimique.

D’autres marqueurs pourraient étre évalués (ex EGFR et CK14, BRCAT, RA) en vue d’une
caractérisation compléte de ce type de cancer. Leur combinaison aux autres techniques de
biologie moléculaire et la technique des tissus Array, équivalent morphologique des micropuces a
ARN, sera sans doute un outil trés utile pour I'analyse de ce profil tumoral. La connaissance des
différents sous-types qui composent cette entité clinico-pathologique de définition purement
négative, devrait probablement bénéficier des progrés dans les technologies d’analyse moléculaire
des tumeurs telles que les approches de séquencage génomique a haut débit. Il est espéré que
cette connaissance débouche sur I'identification de nouvelles cibles thérapeutiques, permettant
enfin des avancées dans la prise en charge de cette forme agressive de cancer du sein.

Notre travail constitue donc un travail préliminaire. On propose une étude
pluridisciplinaire (immunohistochimie, biologie moléculaire et génétique) propre a la région de
Marrakech voire méme au Maroc avec NGS (séquencage nouvelle génération), nécessitant une

collaboration impliquant anatomopathologistes, oncologues et chercheurs fondamentaux.
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Fiche d’exploitation :

Antécédents du patient
+ Age du patient

+Catégorie d'age
a 35 ans
4> 35 ans

Antécédents decancers
+ Personnels

a Oui

4 Non
+ Familiaux

QOui

4 Non

Cancer
+ Siege
Q Sein droit
Q Sein gauche
+Matérield'étude
UBiopsie
QPiece opératoire
+ Biopsie
Q Chirurgicale
Q Trocut
+ Piéce opératoire
U Mastectomie
Q Pyramidectomie
+ CURAGE GGAIRE
Q Positif
Q Négatif
+ Type Histologique
QCarcinome de type non spécifique
QCarcinome lobulaire de type spécifique
QCarcinome tubuleux
QCarcinome micropapillaire infiltrant
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UCarcinome mucineux

QCarcinome cribriforme

QCarcinome a différentiation médullaire
+ Grade histologique

QI de SBR
Q Il de SBR
Qlll de SBR

+ Taille tumorale
d<Imm 1-5 mm
a5-10 mm
0 10-20 mm
0 20-50 mm
0>50 mm

+ Limites
4 Saines
0 Non Saines

+ Emboles vasculaires
a Oui
4 Non

+ In situ haut grade
a Oui
4 Non

+ GG
QPNO
O PN1 mi
d PN1a
4 PN2a
4 PN3a

+ Métastases
a MO
a Ml

+ Stade
ao
aIA
aiIB
allA
QB
a A
a B
a nc

- 64 -



Profil phénotypique des marqueurs immunohistochimiques (p53, Bcl2 et CK5/6) du cancer du sein triple-négatif

aiv

Récepteurshormonaux

+ RO
QNégatif
Q<10%

+ RP
Q Négatif
Q<10%

+ HER 2
ao
a1+
az2+

+ CISH
O Négatif
Q Positif

Marqueurs

+ Kl67
o Réaction
QNégatif
QPositif
o Siege
ONucléaire
o %

o Intensité
a<10%
a10% << 70%
a>70%

+ P53

o Réaction
QNégatif
QPositif

o Siege
ONucléaire

o %

o Intensité
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d<10%
a10% << 70%
a>70%
4+ BCL-2

o Réaction
ONégatif
QPositif

o Siege
ONucléaire

o %

o Intensité

a<10%
a10% << 70%
a>70%

+ CK5/6

o Réaction
QNégatif
QPositif

o Siege
ONucléaire

o %

o Intensité
d<10%
a10% << 70%
a>70%

+ CD117

o Réaction
ONégatif
QPositif

o Siege
QCytoplasmique / membranaire

o %

o Intensité
ad<10%
Q10% << 70%
a>70%
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RESUME

Le cancer du sein triple négatif (CSTN), un sous-type représentant environ 15% de tous
les cancers du sein, est caractérisé par I'absence d’expression des récepteurs hormonaux aux
estrogenes(ER) et aux progestérones (PR) et par I’absence de surexpression ou d’amplification de
HER2. 10 a 24% des cancers du sein invasifs entrent dans cette catégorie. Ces tumeurs
présentent un risque élevé de rechute, quelque soit le grade et le stade, et représentent pour
une grande partie le sein métastatique. La définition de nouveaux facteurs prédictifs de la
réponse thérapeutique et I'apport des thérapies ciblées sont deux pistes susceptibles
d’améliorer la prise en charge et la survie des patientes.

Notre étude porte sur I’expression des anticorps basaux CK5/6 et anticorps
d’agressivité ou indicateurs pronostiques Bcl-2, p53, Ki-67 et CD117. Ces marqueurs sont
évalués par immunohistochimie sur des tissus fixés et inclus en paraffine.ll s’agissait de
vingt-cing carcinomes mammaires triple-négatifs. Ces cas ont été colligés au service d’anatomie
pathologique au CHU Mohammed VI de Marrakech.

Les résultats ont montré que les carcinomes étudiés étaient de phénotype basal-like
dans 36% des cas sous la base d’expression des cytokératines 5 et 6 et I'expression de CD117.
Une expression cytoplasmique de la protéine Bcl-2 a été retrouvée chez 44% des cas de ce
phénotype.L’expression nucléaire élevée de Ki-67 et de I'anticorps Anti p53 a été retrouvée chez
toutes les tumeurs triple-négatives de phénotype basal-like. Sur le plan histologique les CSTN
de phénotype basal étaient des carcinomes de type non spécifique (77,8%), de grade Il dans
62,5% des cas, classés T2 chez 88,8% avec association a une composante intra-canalaire chez
22,8% et des emboles vasculaires chez 33,3% des cas.

Le phénotype apocrine (CK5/6 négatif, CD117 négatif) a été retrouvé chez 64% des CSTN
étudiés. Une expression cytoplasmique de la protéine Bcl-2 a été notée chez 56,25% des cas
de ce phénotype. L’expression nucléaire du Ki-67 a été élevée chez toutes les patientes, et les

mutations de p53 ont été retrouvées chez 62,5% des tumeurs triple-négatives de phénotype
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apocrine. Histologiquement, les CSTN de phénotype apocrine étaient des carcinomes de type
non spécifique (93,8%), de garde Ill dans 50% des cas, classés T2 chez 18,8% avec association
a une composante intra-canalaire chez 18,8% et des emboles vasculaires chez 50% des cas.
L’expression de Bcl-2 et p53 pourrait étre due a la résistance a l’apoptose et a
I’agressivité tumorale. L’exploration de ces marqueurs et du CD117, en relation avec la
prolifération tumorale, la différenciation cellulaire et la résistance a I’apoptose, pourra

constituer un chantier de réflexion sur un ciblage thérapeutique.
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SUMMARY

Triple negative breast cancer, subtype accounting for approximately15% of all breast
cancers, is characterized by the lack of expression of estrogen receptor and progesteron and the
absence of overexpression of HER2. 10 to 24% of invasive breast cancers fall into this category.
These tumors have a high risk of relapse, regardless of the grade and stage. They account for a
large part the metastatic breast cancer. The definition of new predictors of therapeutic response
and the provision of targeted therapies are two tracks that could improve the care and survival of
patients.

Our study focuses on the expression of basal antibody CK5/6 and aggression, or
prognostic indicators Bcl2, p53, Ki-67 and CD117. Those markers are assessed by
immunohistochemistry on fixed tissues and paraffin. This was twenty five triple-negative breast
carcinomas. These cases have been collected in pathological anatomy department at the
university hospital of Marrakech Mohammed VI.

The results showed that the carcinomas studied were of basal-like phenotype in 36% of
cases, in the basis of expression of cytokeratins 5 and 6 and the expression of CD117.
Cytoplasmic expression of the protein Bcl2 was found in 44% of cases of this phenotype. The
high nuclear expression of Ki-67 and anti p53 antibody was found in all triple-negative tumors
basal-like phenotype. Histologically, cancers of triple-negative breast basal phenotype were non
specific-type of carcinoma (77,8%), grade 2 in 62,5% of cases classified T2 at 88,8% with
combination with intraductal component in 22,8% and vascular emboli in 33,3% of cases.

The apocrine phenotype (CK5/6 negative, CD117 negative) was found in 64% of triple-
negative breast cancers studied. Cytoplasmic expression of Bcl2 was found in 56,25% of cases of
this phenotype. Nuclear expression of Ki-67 was elevated in all patients, and p53 mutations
were noted in 62,5% of triple-negative tumors apocrine phenotype. Histologically, triple-

negative breast cancers of apocrine phenotype were non specific-type of carcinoma (93,8%),
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grade 3 in 50% of cases classifed T2 in 18,8% with combination with intraductal component at
18,8% and vascular emboli in 50% of cases.

Expression of Bcl2 and p53 could be due to the resistance to apoptosis and tumor
aggressiveness. The exploration of these markers and CD117, in connection with tumor
proliferation, cell differenciation and apoptosis resistance, may be a reflection of a site on

therapeutic targeting.
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