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Résumé

La cellule progtresse dans le cycle cellulaire grace a I'action coordonnée de complexes protéiques constitués
de cyclines et de leurs pattenaires. Parmi ces cyclines, la cycline D1 (CycD1) est 'une des molécules régulatrices
de ce processus, surexprimée dans un large éventail de néoplasmes humains. Certains articles ont fait le point
des connaissances sur les molécules de régulation du cycle cellulaire dans le but d'une meilleure compréhension
des mécanismes responsables des cancers. Néanmoins la valeur pronostique de la cycD1 reste encore a
confirmer et demeure a I’étude. La CycD1 est solidement établie en tant qu'oncogéne ayant un rdle
pathogénique important dans les carcinomes du sein. Elle régule la croissance des tissus sensibles aux
cestrogénes en activant les récepteurs aux cestrogenes (RE) de fagon indépendante du ligand entrainant une
régulation positive des RE. Ceci lui confére un réle oncogénique possible dans les cancers du sein RE positif
qui finissent par présenter une résistance aux traitements anti-oestrogéniques par des mécanismes extrémement
complexes. L’objectif de ce travail est d’une patt, d’étudier la trelation entre l'expression de CycD1 et
Pamplification du gene CCNDI1 et avec d’autres parametres biologiques (les récepteurs a 'cestrogene et a la
progestérone (RP), le Ki-67 et la P53) chez 138 patientes atteintes du carcinome canalaire infiltrant (CCI) du
sein dans le but d’évaluer la dépendance de CycD1 des autres parameétres et le degré de son implication dans ce
type de cancer. D’une autre part, nous nous sommes intéressés a définir la prévalence et la signification clinique
de la surexpression de CycD1 et 'amplification du CCND1 dans les cancers du sein RE positif afin de les cibler
directement comme protocole anticancéreux et par conséquent, augmenter les chances de guérison. Afin
d'évaluer Pexpression de CycD1 et des parametres biologiques, l'immunohistochimie a été réalisée sur des
prélévements tumoraux. L’amplification du géene CCND1 a été mesurée par la méthode d'hybridation
chromogénique iz situ. Les résultats ont montré que CycD1 est surexprimée dans 56,5% des cas alors que le
gene CCND1 est amplifié dans seulement 12,3%. Les RE et RP sont surexprimés respectivement dans 79,7%
et 68,8% des cas. Une corrélation significative a été trouvée entre I'amplification du CCNDT1 et la surexpression
de CycD1 (P<0,001). Cette corrélation est encore beaucoup plus élevée dans les tumeurs RE+ (P<0,0001).
Une forte corrélation a été constatée également entre les niveaux d'expression de CycD1 et ceux des récepteurs
hormonaux (RE : P<0,0001 ; RP : P=0,002). Ce qui n'est pas le cas avec les autres parametres
clinicopathologiques, Ki-67 et P53. L.a compréhension du processus moléculaire de l'expression de CycD1 dans
une grande proportion de tumeurs et son profile vis-a-vis des parametres biologiques mettent en lumiére
lintérét d’intégration de ce biomarqueur dans les pratiques oncologiques. Ceci permet non seulement de
fournir un nouvel outil de diagnostic et de pronostic aux cliniciens, mais également d'envisager l'utilisation
ciblée de nouvelles thérapeutiques anticancéreuses en testant de nouvelles molécules inhibitrices.

Mots clés: Cancer du sein, CCND1, CISH, CyclineD1, Immunohistochimie, Récepteurs hormonaux.



PN
o WSEy Sl e WS Aadsy SLSE i) feal)d 2 Bi0s ST Lagdy Ussts (o ) ¥

o bl (3 e ot Aoy Blenll b Rail)l Slggd) al e e 0 DT K ad (oS gl
Hagedl S st gl ol o 1ag 201 30 alaill Sl e spiall Slalll an bl i alsY)
ISl Al a8 1Yy e aSTs b O ed) e 31T DT dSeudi aad 06 B3 g 0oyl e
B W) 5 ooy OF & S Ll Ol 20 3 plag bl g3 g Opdl e o ol e & e DI
Gl ks ) op U i Sy oY) Opep s Jord S e el Oped duledd
Sl 38 (3 ey gy sl By e SUsa bl 93 (il Ol (3 Saz 9> Caly alagt Lo 1day g
s G WA Al s el s e bl B sdies LT IV e g S s3Lall ol Mal) e glin
Osapp Adies 2o 62V gyl algall an 63 clisy CCND T s sae Lasliasy DT
Oy Ol e 3l diape 138 aie 535 Ki-67 Cacladl a5 (Ogfmmmspd) 0308 O it (g Yl
s Slam] (3 ador s (sog 6V B! Jalsaly DT lSGdl 183e (ss aels s 3y (ol el
ot s st Gisliany D1 GISGdl s 85l Jlas) o Ll (6T B g 0l e 6
53lize Byl 5 8l LaghliganY domgk) daorg i Yl Slsa bl 93 udl Olb w3 Al LegalYs 1is; CCND1
Empeid) sloSl Jlonio) @ 62 V) Bmglsdl algally DT Sl s L) szl o 83k ULy O,
comgd) 2 b danly CCNDIT Gl ses siae Caslias 3 @ 03y ol e sd &)l cndld) 7 e el
Gl g 3de Oy oV e 56,5% wie DT pdSed) 2 @ ibjis 53l il bl L el gl
L ibjie Dlgiak Ofmanlly i) 3908 O e Sl i Al 312% & caslan CCND1
lSl) 2bdlt a5y CEONDT ot s Caslias  sgime B3 sy . Ll e 4= 68,8% 5 7.79%
.(P<0,0001) 2l amgpnl) clgadl o il ol 3 8T a0 LY 1y (P<0,001) D1
Opap sy digadl oMind) (i 83Ljy DT ol abjall S3U G pla bla)) sgmy Ll el (s
A Al sl Je sl Y e (P=0,002) Osimgd 0s0p it (P<O,0001)0org 2041
Aomslgedl Jalgall mn abalas 2485 s pr 1S sae @ DT et bl a4t ol o8 0} .p53 5 Ki-67
Ay Lo 3 ¥ s 0l jaseid aads )l Wl 3 DTGl mes 28l o cpall Lloy oY)
Sl b e Ol Bl Bds SV Gl alisa Y 3l Ll Sy clbW Sias el

Sl deie Ol

oend) L) (D1 U (CISH sl sl et CCND1T (sud oo salaal) LS
Agsed ool « AHC) aetl



Abstract

The cell starts and progresses in the cell cycle via coordinated action of protein complexes consisting of cyclins
and their partners. Among these cyclins, Cyclin D1 (CycD1) is one of the regulatory molecules of this process
overexpressed in a wide range of human neoplasms. Some papers have taken stock of knowledge on cell cycle
regulation molecules in order to better understand the mechanisms responsible for cancers. Nevertheless, the
prognostic value of cycD1 remains under study and to be confirmed. CycD1 is substantially established as an
oncogene with an important pathogenic role in breast carcinomas. It regulates the growth of estrogen sensitive
tissues by activating estrogen receptors (ER) independently of the ligand resulting in upregulation of ER. This
gives it a possible oncogenic role in ER positive breast cancers that end up showing resistance to anti-estrogen
treatments by extremely complex mechanisms. The aim of this work is firstly to study the relationship between the
CycD1 expression and the CCND1 amplification and with other biological parameters (Estrogen and progesterone
receptors (RP), Ki-67 and p53) in 138 patients with invasive ductal breast carcinoma (IDC) in order to evaluate the
dependence of CycD1 on other parameters and the degree of its involvement in this type of cancer. On the other
hand, we were interested in defining the prevalence and clinical significance of CycD1 overexpression and CCND1
amplification in ER positive breast cancers in order to target them directly as an anticancer protocol and
consequently increase the chances of recovery. To evaluate the expression of CycD1 and biological parameters,
immunohistochemistry was performed on tumor samples. Chromogenic 7 sitn hybridization (CISH) was used to
identify CCND1 amplification. The results showed that CycD1 is overexpressed in 56.5% of cases while the
CCND1 gene is amplified in only 12.3%. The ER and RP are overexpressed in 79.7% and 68.8% respectively. A
significant correlation was found between CCND1 amplification and CycD1 overexpression (P<0.001). This
correlation is still much higher in ER+ tumors (P<0.0001). A strong correlation was also found between CycD1
and hormone receptor expression levels (RE: P<0.0001, RP: P=0.002). This is not the case with the other
clinicopathological parameters, Ki-67 and p53. The understanding of the molecular process of the CycD1
expression in a large proportion of tumors and its profile towards the biological parameters highlight the interest
of integration of this biomarker in oncological practices. This provides, not only a new diagnostic and prognostic
tool for clinicians, but also allows the targeted use of new anti-cancer therapies by testing new inhibitory
molecules.

Keywords: Breast cancer, CCND1, CISH, Cyclin D1, Immunohistochemistry, Hormonal receptors.






Les cancers du sein sont fréquemment associés a des amplifications des proto-oncogenes tel que
CCND1 dont la protéine est la Cycline D1(CycD1) surexprimée dans plusieurs cancers par son
implication dans la régulation positive du cycle cellulaire. La CycD1 est jugée responsable d’engager
directement les facteurs de transcription ou les co-activateurs, incluant les Histones Acétyle
Transtérases (HATSs) de réguler la transcription et les modifications épigénétiques qui jouent un role
important dans le métabolisme des cancers humains. Elle est aussi associée a d’autres oncogenes tels

que 7ex et ras qui agissent sur le promoteur du gene CCND1 régulant son expression.

L’association de CycD1, qui est un médiateur de la réparation de TADN endommagé, aux cancers
est au premier vu d’ceil contradictoire, puisque la réparation de PADN empéche les mismatches durant
la réplication de PADN. Cependant, la réparation de ’ADN assure aux cellules cancéreuses de survivre
plus longtemps et de devenir plus résistantes a la thérapie. Par Dactivation des complexes
CDK4/CDKG6, CycD1 est essentielle a l'apparition et a la progression tumorale. Ainsi, des inhibiteurs
spécifiques de CDK4/6 ont été développés contre le cancer du sein mais malheureusement, certaines
patientes restent insensibles a ce traitement. LLa CycD1 peut étre également impliquée, indépendamment
de CDK4/6, dans la survie des cellules cancéreuses. Son impact sur la sensibilité des cellules
cancéreuses aux chimiothérapies et le maintien tumoral reste mal compris. A ce titre, le ciblage

spécifique de CycD1 pourrait représenter une alternative clinique.

La surexpression de CycD1 a été rapportée dans 40 a 90% des cas de cancer du sein invasif en
présence ou en absence de lactivation du géene CCND1 amplifié dans environ 20% des tumeurs
(ELSHEIKH et al., 2008 ; LI ez al., 2016 ; AHLIN ef al., 2017). La CycD1 est qualifiée, en tant que l'une
des protéines les plus couramment surexprimée dans le cancer du sein. Malgré toutes les preuves de la
surexpression de CycD1 dans différents types de cancers, sa valeur pronostique n’est pas encore
confirmée et demeure a I’étude. Il était donc important de comprendre et d’évaluer ces dérégulations
pour déterminer les conséquences de la surexpression de CycD1 et 'amplification du gene CCND1

dans I’évolution de ces tumeurs. Ce qui constitue le premier objectif de ce travail.

Bien qu’il existe une bonne corrélation entre 'amplification du gene CCND1 et la surexpression
de la protéine CycD1, cette surexpression n'est pas toujours secondaire a I'amplification génique du
CCND1. Cela implique que d'autres mécanismes participent a la surexpression de CycD1. Il est suggéré
que les tumeurs surexprimant CycD1 ont un potentiel de croissance plus élevé et favorisent la
progression du cycle cellulaire entralnant la surexpression de Ki-67 utilisé pour définir l'agressivité du
cancer du sein. Bien que la p53, en tant que "gardien du génome", joue le réle d'inhibiteur de la
fonction du complexe CycD1/CDK dans les cellules normales, l'expression anormale de CycD1 dans
les cellules cancéreuses ne répond pas nécessairement au dysfonctionnement de la p53 ou a l'expression

positive dans sa forme mutée. Le second objectif que nous avions défini dans cette étude avait pour but

2



justement de vérifier cette relation entre l'expression de CycD1 et "amplification de son gene CCND1
d'une part et avec les autres parametres biologiques notamment, les récepteurs d’cestrogene (RE) et de

progestérone (RP), le marqueur de prolifération Ki-67 et la protéine p53.

Nous nous sommes attachés également, a définir la prévalence et la signification clinique de la
surexpression de CycD1 et de 'amplification du géene CCND1 dans les cancers du sein RE positif. La
CycD1 semble jouer un réle primordial dans ces derniers en régulant la croissance des tissus sensibles
aux cestrogenes en activant les RE indépendamment du ligand. Ceci entraine une régulation positive des
RE en induisant la transcription par un mécanisme indépendant des complexes cyclines/CDK
(ZWIJSEN et al., 1997 ; NEUMAN ez al., 1997). Cette activité agoniste des RE indépendante de CycD1

pourrait indiquer un role oncogénique possible dans les cancers du sein RE positif.
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REVUE BIBLIOGRAPHIQUE Anatomie de la glande mammaire

LE CANCER DU SEIN

. Laglande mammaire

.1 Anatomie de la glande mammaire

La glande mammaire permet en période d’allaitement de produire le lait maternel dont se nourrit
Ienfant pendant les premiers mois de sa vie. Durant la lactation, le lait est sécrété par la glande
mammaire puis acheminé par un réseau de canaux galactophores au niveau du mamelon. Ces canaux
galactophores sont présents a I’état rudimentaire chez les femmes et les hommes jusqu’a I’age adulte.
Seules les femmes ont un développement de la glande mammaire sous l'influence d’hormones sexuelles
(cestrogene et progestérone) a partir de la puberté, le long des cycles menstruels, durant la grossesse,

pendant Iallaitement et jusqu’a la ménopause.

Le sein est recouvert de peau sétendant sans limite nette jusqu’a la région mamelonnaire,
constituée du mamelon qui entouré d'une muqueuse pigmentée, 'aréole. La glande mammaire occupe la
partie antéro-supérieure du thorax, de part et d’autre du sternum en avant des muscles pectoraux. Elle
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REVUE BIBLIOGRAPHIQUE Hormones et sein

est constituée de 15 a 20 lobes disposés en efflorescence et baignant dans du tissu adipeux. Chaque lobe
se divise en de nombreux lobules, eux méme constitués de 10 a 100 alvéoles (acini) qui se terminent par
des canaux alvéolaires (canal galactophore de 3™ ordre) qui sécrétent le lait. Plusieurs canaux
alvéolaires se réunissent a leur tour et forme un canal lobulaire (canal de 2™ ordre) qui draine un
lobule. Plusieurs canaux lobulaires se réunissent a leur tour pour former un canal galactophore de

premier ordre qui achemine le lait jusqu’au mamelon. (Figure 1).

Cage thoracique

Muscles pectoraux

Canal
alvéolaire

Lobe mammaire
Canal
lobulaire

Aréole

Mamelon &

Canal galactophore =N

Peau
Ligament de Cooper
Tissu cellulo-adipeux
Créte de Duret

Cellule en lactation

Figure 1 : Coupe sagittale de la glande mammaire (ELAMRANI ez a/, 2013).

Le sein est soumis a d’importantes modifications tout le long de la vie de la femme et tout
particulierement au moment de la gestation, de la lactation et de I'involution. Ces étapes physiologiques
s’accompagnent de trois mécanismes cellulaires trés importants qui sont la prolifération, la

différenciation et la mort cellulaire. (HARRIS ¢ 4/, 2000).
.2 Hormones et sein

Le sein est sensible aux hormones stéroidiennes (cestrogene, progestérone et androgenes) et

peptidiques (prolactine, hormone de croissance et insuline).
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1.2.1 Les cestrogénes

Les cestrogenes jouent un role important dans le développement de la glande mammaire au cours
de la vie. Ces hormones sont fabriquées au cours de la premicre partie du cycle menstruel, apres les
menstruations. Elles pénctrent par voie passive dans la cellule, se fixent sur leurs récepteurs
cytoplasmiques ou nucléaires, RE alpha et RE béta. Les cestrogenes stimulent également la prolifération
des cellules épithéliales, favorisent la croissance des canaux galactophores, augmentent la vascularisation
du tissu conjonctif palléal et favorisent la croissance et la pigmentation de la plaque aréolo-
mamelonaire. Ils n'ont pas d'effet prolifératif direct mais stimulent la production d'un certain nombre
de facteurs de croissance (T'GF alpha, IGF1, PDGF) par les éléments de la matrice extracellulaire.
Cependant, cette matrice extracellulaire, abondante au repos est trés réduite autour des cellules des
bourgeons en croissance. Ceci suggere un autre mécanisme d'action sans doute prépondérant des
cestrogenes : la matrice extracellulaire a un réle inhibiteur sur la croissance du sein, les cestrogenes
agiraient en favorisant sa destruction locale permettant aux bourgeons mammaires de proliférer.
L'action stimulante des cestrogénes pourrait comporter son propre frein en permettant la synthese

d'éléments tel que le collagene IV inhibant la multiplication cellulaire (LESUR ez 4/, 2004).

Les cestrogenes existent en trois formes : E1 ou lestrone, E2 ou le 17 B—cestradiol (la forme
active) et E3 ou Pcestriol (MANGELSDORF et al,, 1995). Dans la glande mammaire, les cestrogenes
régule, suite a la liaison de 17 B—cestradiol, la croissance cellulaire et la différenciation tout en contrdlant
Iexpression de ses genes cibles. Cette liaison favorise le recrutement des corégulateurs: les
coactivateurs/les corépresseurs pour activer/inhiber la transcription des génes cibles. Le mécanisme
classique génomique de I'cestrogene implique sa liaison a ’ADN soit directement via un ERO (Elément
de Réponse aux (Hstrogenes), localisé sur des régions régulatrices des genes cibles, soit indirectement
via des facteurs de transcription, AP-1 (Activator Protein-1), Spl (Specificity Proteinl), NF-xB
(Nuclear Factor »f), C/EBPB (CCAAT/Enhancer Binding Proteinf) et STAT5 (Signal Transducer and
Activator of Transcription 5) (BJORNSTROM et SJOBERG, 2005 ; THOMAS et GUSTAFSSON,
2015). D’cestrogene peut activer la transcription méme en absence de 17 B—cestradiol via les récepteurs
des facteurs de croissance EGFR (Epidermal Growth Factor Recepteur) et IGFR (Insulin-like Growth
Factor 1 Receptor). Ces récepteurs stimulent les cascades des protéines kinases qui phosphorylent et
activent les cestrogenes (BRITTON ez al., 20006). Le récepteur d’cestrogene oo (REar) est exprimé dans

70 % des cancers de sein a un niveau d’expression plus élevé que le récepteur d’cestrogéne (REP)
. Cette caractéristique permet de considérer les RE comme une cible thérapeutique privilégiée dans le
cancer du sein et la variation de son expression a un impact sur la réponse au traitement. Les
RE régulent 'expression des genes liés au développement de la glande mammaire et toute altération de

I'expression de ces geénes est associée a une progression de cancer de sein (WELBOREN ez 4/, 2009).
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REa stimule la prolifération et la survie des cellules cancéreuses mammaires tout en induisant

I'expression des genes zzyc et CCND1 (GIULIANELLI ef a/., 2013).

Les RE sont retrouvés a la surface ou a 'intérieur des cellules normales du sein et de certains types
de cellules du cancer du sein. C'est sur ces récepteurs que les hormones se fixent aux cellules. Une fois
qu’elles s’y sont fixées, les hormones peuvent affecter le comportement ou la croissance des cellules.
Les cellules du cancer du sein qui ont des récepteurs RE ont besoin de cette hormone pour croitre et se
diviser. Le statut des récepteurs hormonaux indique aux médecins si '’hormonothérapie risque de
ralentir ou d’interrompre la croissance des cellules cancéreuses. Les tumeurs RE positives sont souvent
traitées par hormonothérapie (HAMMOND e a/,, 2010). Le cancer du sein hormono-dépendant est lié
a un déreglement du fonctionnement des cestrogenes et leurs récepteurs. En effet, pres de 60 % des

tumeurs cancéreuses mammaires présentent initialement une croissance dépendante des cestrogenes. En
revanche, alors que les effets prolifératifs des cestrogenes semblent clairement impliquer REoa, RES

exercerait plutot des effets anti-prolifératifs. Paradoxalement, les tumeurs REa-positives sont souvent

moins invasives que les tumeurs RE négatives et leur pronostic est généralement meilleur (ELWOOD

et CRAIG, 2003).
1.2.2 la progestérone

La progestérone a une action complémentaire a celle des cestrogenes. Elle est principalement
secrétée pendant la deuxiéme partie du cycle, avant les menstruations. Elle est nécessaire a la
différentiation lobulo-alvéolaire du sein. Iz viwo et contrairement a ce qui se passe au niveau de
I'endometre, I'index mitotique des cellules épithéliales est maximal en phase lutéale. En fait, 'action de
la progestérone n'est probablement pas univoque, elle a un effet mitogene sur les cellules dont la
prolifération dépend de I'EGF, un effet anti-mitogene sur celles dont la prolifération ne dépend pas de
I'EGF. Elle est dotée également d’une action antiproliférative sur 1'épithélium canalaire et acineux, et
une action proliférative sur les terminaisons ductulo-lobulaires. Elle exerce un effet biphasique dans le

temps : prolifératif en phase lutéale précoce puis antiprolifératif (LESUR e# al., 2004).

Le récepteur de la progestérone (RP) est une protéine de la superfamille des récepteurs nucléaires
et de la famille des récepteurs des stéroides, liant naturellement la progestérone, qui est la principale
hormone progestative dans l'organisme. Le RE est exprimé dans les tissus des organes reproducteurs,
particulierement dans les ovaires, car la progestérone est avant tout un stéroide ovarien et placentaire
(LEE et al., 20006). 11 se présente sous la forme de deux isoformes, PRA et PRB, qui different en taille et
poids moléculaire. Dans une cellule dite normale, PRA et PRB coexistent selon un ratio de 1 afin de
permettre le controle physiologique de I'action de la progestérone. Cependant, il existe un lien entre le
récepteur de la progestérone et la cancérogencse mammaire. En effet, il peut survenir un

débalancement de ce ratio ou PRA prédomine. Cette situation fat observée chez des patientes
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porteuses d’une mutation sur les génes BRCA1/BRCA2 ou d’hyperplasies mammaires qui sont des
lésions précancéreuses. De plus, une augmentation de PRA par rapport a PRB provoquerait une
diminution de ladhésion cellulaire, donc une perte d’inhibition de contact des cellules. Le
débalancement du ratio PRA/PRB s’avere une situation observée dans 50% des tumeurs. De plus, si
Pexpression de PRA/PRB augmente, la résistance au tamoxiféne, sera plus forte (JACOBSEN ¢ al,
2012).

1.2.3 Action combinée des hormones stéroidiens sur le sein

Les deux hormones, cestradiol et progestérone, agissent en synergie et sont nécessaires au
développement de la glande mammaire apte a la lactation (REID e a4/, 1996). Au cours du cycle
menstruel, la phase proliférative (premiere moitié du cycle sous leffet des cestrogenes) est marquée par
une multiplication des cellules épithéliales, une augmentation de la synthése ’ARN et de la production
protéique, une réduction de la lumiere des acini et un afflux de lymphocytes dans le tissu conjonctif
(VOGEL ¢t al, 1992). La phase lutéale (seconde moitié du cycle sous 'effet de la progestérone) est
caractérisée par une dilatation de la lumiére des acini (différenciation des cellules épithéliales en cellules
sécrétoires), un épithélium quiescent, une vacuolisation des cellules myoépithéliales et un cedéme du
tissu conjonctif. Toutes ces modifications entrainent une modification du volume du sein qui apparait

généralement plus tendu voire sensible ou douloureux (LONGACRE et BARTOW, 1980).

Pendant la grossesse, période d'inflation cestrogénique, progestative et prolactinique, la glande
mammaire est modifiée considérablement. Les cestrogenes ont une action proliférative sur 1'épithélium
qui débute des le premier trimestre de la grossesse. ILa progestérone a également une action
proliférative, permet la différenciation de I'épithélium mammaire et s'oppose a l'action sécrétoire de la
prolactine avant l'accouchement. Ainsi, en fin de grossesse, les cellules épithéliales des acini sont
pleinement différenciées en cellules sécrétrices (RUSSO ez al, 2004). Pendant la lactation, les effets
inhibiteurs de I'cestrogene et de la progestérone sur la prolactine disparaissent apres 'accouchement,
permettant la lactation. Les acini sont distendus par un matériel de sécrétions a la fois dans les cellules
et dans la lumiere des unités ductulo-lobulaires. Apres la fin de I'allaitement, le sein retrouve son état
latent antérieur tout en conservant un réseau canalaire plus développé, prolongé par des unités
terminales ductulo-lobulaires (CLEVENGER, 2003). A la ménopause, la chute des taux d’cestrogene et
de progestérone provoque une raréfaction des acini (TAVASSOLI, 1992). Les cellules épithéliales et
myoépithéliales s’atrophient alors que la membrane basale s’épaissit. Le tissu conjonctif subit aussi une
évolution avec altération des fibres élastiques et collagenes aboutissant a une ptése mammaire. Le sein

de la femme ménopausée devient essentiellement constitué de tissu adipeux.

Parmi les autres hormones stéroidiennes, les androgenes sécrétés par la glande surrénale, agissent
sur le sein. Chez la femme les androgenes s'opposent a la croissance et a la différenciation cellulaire et
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chez le feetus mile, ils provoquent la nécrose de l'ébauche mammaire. A I'état physiologique, la
testostérone circulante est le seul androgene réellement actif biologiquement chez la femme. Un tiers de
la testostérone provient de la conversion périphérique d'androgenes ovariens et surrénaliens

(HOUDEBINE, 1993).
.2.4 La prolactine

Pendant la période de croissance mammaire qui débute a la puberté, la prolactine est indispensable
pour assurer une croissance des canaux alvéolaires. Cette action se fait en association avec les
cestrogenes, la progestérone et les glucocorticoides. La prolactine est nécessaire au développement
lobulo-alvéolaire qui s'effectue au terme de la premiere grossesse. La lactogenese ou initiation de la
sécrétion lactée correspond a la différenciation finale de la cellule mammaire et nécessite 1'association de
la prolactine, des glucocorticoides, de l'insuline et des hormones thyroidiennes. Enfin, la prolactine
participe au maintien de la sécrétion lactée. Au niveau de la cellule mammaire, la prolactine stimule la

biosynthese des protéines, des lipides et des glucides du lait (RUI ez a/, 1992).
IIl. Lecancer mammaire

Le cancer du sein est une tumeur maligne se développant a partir des cellules constituant la glande
mammaire. Assez souvent, cette prolifération commence par la transformation d'une seule cellule qui
constitue, au bout de dix doublements, une population d'environ 1000 cellules tumorales. Au bout du
vingtieme doublement cellulaire, il y a environ 1 million de cellules tumorales, ce qui correspond

pourtant a une tres petite quantité de tissu cancéreux, soit environ 1mg (GAILLARD, 2007).

La notion de « Cancer du sein » releve d’une nomenclature générique qui fait référence a tout un
ensemble de proliférations néoplasiques de la glande mammaire qui différent tant du point de vue
histologique qu’en ce qui concerne leur comportement évolutif (CROUE, 1999). Suivant que les
cellules cancéreuses se développent dans les canaux ou dans les lobules, on patlera de cancers canalaires
ou de cancers lobulaires. Lorsque les cancers restent limités a I'intérieur des canaux ou des lobules, on
patle de cancers 7z situ. A ce stade, les cancers peuvent encore régresser spontanément dans un certain
nombre de cas. Lorsque les cellules cancéreuses infiltrent les tissus autour des canaux ou des lobules, on
parle de cancers infiltrants. Les cellules des cancers infiltrants peuvent se détacher de la tumeur
d’origine et se propager via les vaisseaux sanguins ou lymphatiques. Elles s’accumulent alors dans les
ganglions lymphatiques voisins. Les cellules cancéreuses ont tendance a migrer dans d’autres organes ou

parties du corps, et a y développer des métastases (ARDIET, 2002).
Il.1 Le processus de cancérisation

Le cancer du sein, comme tous les cancers, résulte d'altérations génétiques et épigénétiques
affectant des cellules mammaires. Par la suite, ces changements touchent non seulement les cellules
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cancéreuses mais peuvent également atteindre les cellules qui interagissent avec la tumeur telles que les
cellules immunitaires, vasculaires et stromales (OSBORNE ez a/., 2004). La plupart des modifications
génétiques sont acquises, et ne sont présentes que dans les cellules cancéreuses, on parle alors de
cancers du sein sporadiques. Dans seulement 10% des cas, ces altérations génétiques sont héritées et
prédisposent les individus a développer ce type de cancer. Dans tous les cas, ces éveénements
permettent aux cellules d'acquérir un certain nombre de caractéristiques, il est suggéré que la
progression vers un phénotype tumoral agressif passe par 'acquisition d’aux moins six propriétés qui
pourraient servir a dresser un portrait-robot de la cellule cancéreuse (HANAHAN et WEINBERG,
2000).

I.1.1  Indépendance vis-a-vis des signaux de prolifération :

Les cellules normales ont besoin de sighaux de croissance pour passer d’un état de quiescence a un
état de prolifération cellulaire. Ces sighaux sont transmis grace a des récepteurs transmembranaires qui
lient des molécules de signalisation intracellulaire. Normalement, les cellules ne peuvent pas proliférer
sans ces signaux de croissance. Les cellules tumorales perdent plus ou moins completement cette
dépendance aux signaux envoyés pat le microenvironnement et peuvent générer leurs propres signaux
de prolifération. En regle générale cette propriété est le fait d’activation de proto-oncogenes répartis
dans les voies qui transmettent les signaux de proliférations (HANAHAN et WEINBERG, 2000 ;
LAIRD, 2003).

1.1.2 Insensibilité aux signaux anti-prolifératifs :

Dans un tissu normal, des signaux anti-prolifératifs garantissent I’homéostasie tissulaire en
maintenant les cellules dans un état de quiescence. Ces sighaux permettent, en particulier, de controler
la progression du cycle cellulaire de la phase G1 a la phase S. A cette étape, ces signaux peuvent forcer
les cellules en prolifération a entrer en état de quiescence ou en état post-mitotique pour acquérir des
caractéristiques spécifiques de cellules différenciées. Il existe plusieurs moyens, pour une cellule
tumorale, d’échapper aux différents «freins» antiprolifératifs constitués par des et devient insensible a
ces signaux ct prolifere de fagon incontrolée. L'un de ces genes suppresseurs de tumeurs est le gene
RB1 qui commande Pentrée des cellules dans la phase S. dans les cellules cancéreuses, la délétion de ses
deux alleles, ou leur inactivation par des mutations ponctuelles, supprime le blocage qui apparait

normalement lorsque les circonstances I'exigent (BLANCHARD, 2003).
1.1.3  Acquisition d’une résistance a ’apoptose

Dans chacune de nos cellules, un compte a rebours est lancé. Toutes sont programmées pour
mourir aprés un certain nombre de divisions. La mort cellulaire programmée par apoptose permet de

controler la quantité de cellules dans un tissu. La machinerie apoptotique est composée de senseurs et
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d’effecteurs. Les senseurs sondent I’environnement extracellulaire et intracellulaire afin de déterminer si
une cellule doit «vivre» ou «mourir» selon les conditions. Ainsi, la capacité d’expansion des cellules
tumorales est liée a la prolifération incontrolée des cellules et a la résistance a I'apoptose. Cette
propriété résulte, soit a la disparition/inactivation de génes clés inducteurs de I'apoptose tels que TP53
ou de I'expression dérégulée de genes qui exercent un effet anti-apoptotique tel que BCL-2 ou encore la
perte d’expression des antagonistes pro-apoptotiques tels que BAX. En effet, ses défaillances sont a
lorigine de la tres grande majorité des cancers, les cellules deviennent immortelles et se divisent a

linfini MOREAU, 2003).
11.1.4 Potentiel illimité de réplication :

Aux extrémités de chaque chromosome se forme une chaine ’ADN, le télomere, par le biais
d’une enzyme appelée télomérase. Cette séquence représente le capital de vie de nos cellules. A chaque
division, elle est raccourcie, et lorsqu’elle est épuisée, la cellule meurt. Cette réserve permet d’assurer
environ 60 divisions pour la plupart des cellules. Normalement, nos cellules ne fabriquent plus de
télomérase apres 'embryogencse, a I'exception des cellules souches. Mais il peut arriver qu’un gene
mute et en réactive la production. Lors de la division cellulaire, le télomeére est rallongé par I'ajout des
séquences répétées. Cest cela méme qui confere 'immortalité des cellules cancéreuses et les rendent
capables de répliquer leur ADN de facon illimitée. Méme si les cellules cancéreuses peuvent proliférer
de facon incontrolée, elles ont un programme interne qui limite leur multiplication. Apres un certain
nombre de multiplication, les cellules meurent par sénescence. Ce phénomene de sénescence est lié a
I’érosion des télomeres. A chaque cycle de division, les télomeres perdent entre 50 et 100 paires de base.
Le raccourcissement des chromosomes est da a lincapacité des ADN polymérases a répliquer
completement les extrémités 3’ des chromosomes durant chaque phase S. Lorsque les extrémités des
chromosomes ne sont plus protégées par les télomeres, des événements de fusion chromosomique
peuvent affecter le caryotype de la cellule. Ces changements drastiques au niveau du caryotype vont

causer la mort de la cellule en état de «crise» (SHEN ez al, 2011).
1.L1.5 Stimulation de I’angiogenése :

L’apport d’oxygene et de nutriments est essentiel pour le fonctionnement et la survie des cellules.
Dans les tissus, Les cellules doivent étre assez proches des vaisseaux sanguins pour étre desservies par
la circulation sanguine, c'est pourquoi le réseau vasculaire est fortement développé pour alimenter

toutes les cellules du corps humain.

En situation saine, la prolifération cellulaire fait partie d'un vaste programme de construction du
tissu qui s'accompagne naturellement d'une induction de l'angiogenese. A l'inverse, la prolifération des
cellules tumorales est anormale et par conséquent la croissance de la tumeur ne s'accompagne pas de

l'angiogenese. La prolifération de ces cellules provoque leur éloignement de la circulation sanguine a
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cause de l'augmentation de I'épaisseur et de la taille du tissu. Lorsque la tumeur atteint une certaine
taille, sa croissance s'arréte puisqu'elle n'est plus suffisamment alimentée par la circulation sanguine.
Pour que la croissance tumorale continue, la tumeur doit acquérir la capacité a stimuler l'angiogenese.

Cette obligation constitue une barriére naturelle contre l'apparition de cancers.

Les tumeurs qui font l'acquisition de cette capacité induisent l'angiogenese de facon permanente en
sécrétant des facteurs angiogéniques tel que le VEGFE (Vascular Endothelial Growth Factor) qui active
la prolifération des cellules endothéliales pour vasculariser la tumeur. Cette stimulation dérégulée donne
naissance a un réseau vasculaire tumoral désorganisé et anarchique. Une tumeur qui est capable
d'induire l'angiogenese peut croitre de facon démesurée puisqu'elle n'a plus de limite
d'approvisionnement. Cette forte croissance tumorale peut asphyxier les tissus sains de l'organe que la
tumeur occupe et peut provoquer leur mort, ce qui a pour conséquence de menacer la fonctionnalité de

l'organe touché (HANAHAN et WEINBERG, 2000 ; WILDIERS ez 4/, 2003).
11.1.6 Pouvoir d’invasion et de dissémination (métastases) :

Au cours du développement tumoral, les cellules épithéliales, trés organisées dans le tissu,
subissent des changements morphologiques qui les transforment en cellules mésenchymales capables de
migrer. L.a migration cellulaire est essentielle au cours de la progression tumorale pour disséminer les
cellules tumorales au sein du tissu et a distance dans organisme. LLa migration cellulaire est dépendante
des propriétés d’adhérences entre les cellules et avec la matrice extracellulaire. La perte d’adhérence de
la cellule épithéliale avec les cellules adjacentes entraine une perte de polarité qui est associée a la
transition épithélio-mésenchymateuse et qui facilite I'initiation de la migration. Pour envahir les tissus

adjacents, les cellules cancéreuses doivent se créer «un chemin» a travers la matrice extracellulaire.

L’invasion est un processus de dégradation de la matrice extracellulaire qui est réalisé par Pactivité
protéolytique de certaines métalloprotéases et dépend du microenvironnement. Elle doit étre finement
régulée: la matrice extracellulaire doit étre suffisamment dégradée pour permettre le passage des cellules

mais la matrice est aussi indispensable au soutien et a 'ancrage pour la traction des cellules.

Les cellules migrantes colonisent les vaisseaux sanguins et lymphatiques que la tumeur a recrutés,
pour lui apporter les éléments nécessaires a son développement. Dans le systeme circulatoire, les
cellules sont capables de survivre en suspension, sans ancrage a la matrice extracellulaire, car elles sont
résistantes a I’anoikis (apoptose induite par la perte d’ancrage). Via la circulation, les cellules cancéreuses
atteignent le lit vasculaire d’autres organes et en sortir pour coloniser le tissu cible et y former des
métastases. Au final, par rapport au nombre de cellules qui se détachent de la tumeur primaire, peu de
cellules réussissent toutes ces étapes pour former des métastases sur un site secondaire. Au niveau du
site métastatique, lesi cellules’ tumorales” se repolarisent au-cours de 'la transition mésenchymato-

¢épithéliale. Si ces métastases possedent la capacité de proliférer de facon ihcontrolée, elles forment des
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tumeurs secondaires qui vont altérer la fonction normale des organes envahis. Les métastases sont la

cause du déces dans 90% des cas.

Les cellules qui deviennent cancéreuses échappent a des mécanismes de surveillance qui éliminent
les cellules tumorales. Cette multitude de mécanismes de surveillance peut expliquer que P'apparition

d’un cancer soit relativement rare au cours d’une vie humaine (HANAHAN et WEINBERG, 2000).

De trés nombreuses données tendent a prouver l'existence d’une hiérarchie cellulaire dans les
tumeurs solides, dirigée par des cellules cancéreuses ayant des propriétés de cellules souches : les
cellules souches cancéreuses. I existence de cellules souches normales dans le sein a ’état adulte est tres
probable au regard méme de la biologie de la glande. Les cellules souches normales épithéliales
organisent le fonctionnement de la glande mammaire grace a des propriétés intrinseéques spécifiques.
Ces propriétés associent une longue durée de vie et une capacité a s’auto-renouveler et a produire des
cellules filles capables de se différencier. La capacité d’auto-renouvellement permet de préserver et de
réguler le poo/ de cellules souches normales dans la glande mammaire. Dans le cancer du sein, les
cellules souches cancéreuses proviendraient directement des cellules souches normales adultes de
I’épithélium mammaire qui seraient seules le sicge des altérations génétiques tumorales (GINESTIER e¢#

al., 2007).
1.2 Les génes impliqués dans la cancérisation

Les oncogenes et les anti-oncogenes jouent un role prépondérant dans la carcinogenése mammaire
(Tableau I). Les oncogenes sont des genes qui, activés ou surexprimés, induisent des signaux de
prolifération cellulaire. Les anti-oncogenes ou genes suppresseurs de tumeurs, freinent la prolifération
cellulaire. Lorsqu'ils sont inactivés par une mutation, par exemple, ils n'exercent plus leur role de
régulation négative. Schématiquement, a I'état normal, il existe un équilibre entre l'expression des
oncogenes et des genes suppresseurs de tumeurs. Des mutations successives de ces genes rompent cet
équilibre, entrainant une prolifération excessive des cellules tumorales mammaires. Les mutations des

oncogenes sont souvent des mutations qui rendent ces genes hyperactifs (PAUL et REGULIER, 2001).

Tableau I : Oncogenes et genes suppresseurs de tumeurs impliqués dans les cancers du sein

(OSBORNE et al., 2004).

Oncogenes Geénes suppresseurs de tumeur
HER-2 p53
15135 D1 BRCA-1
yene BRCA-2
Cycline E
Rb
C-mye
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Sur plus d'une centaine d'oncogenes identifiés, certains sont connus pour induire un cancer

mammaire lorsqu'ils sont surexprimés dans des modeles de souris transgéniques.
% L'oncogéne HER2

Connu également sous le nom de erbB-2, il est surexprimé dans 20 a 30% des cancers du sein
invasifs. Ce géne est un membre de la famille des récepteurs aux facteurs de croissance épidermiques
EGFR (Epidermal Growth Factor), famille de récepteurs transmembranaires a activité tyrosine kinase.
Le gene HER2 code pour un récepteur qui n’a pas de domaine de liaison a un ligand. Toutefois, HER2
forme des hétérodimeres avec les autres membres de la famille de PEGFR, favorisant ainsi la
stabilisation de la liaison au ligand et P'activation de la transmission du signal intracellulaire sous-jacent,
tel que celui de la voie des Mitogen-Activated Protein Kinase (MAPK) et des Phosphatidyl-Inositol-3
kinases (PI3K) (SALOMON, 2012). Son activation, en particulier dans les cancers du sein, est
essentiellement liée a une amplification qui a pour conséquence d’entrainer une surexpression de la
protéine a la surface des cellules (KAURANIEMI ez al,, 2009 ; STAAF et al., 2010). Les carcinomes
HER2-amplifiés ont fait lobjet de nombreuses analyses génomiques, phénotypiques et
transcriptomiques. Il s’avere que plusieurs types de carcinomes HER2-amplifiés existent, définis par le
statut des RE, le type d’altérations génomiques associées ou la nature du stroma. Il a été montré que les
carcinomes HER2-amplifiés, associés ou non a Dexpression des récepteurs aux estrogenes,
appartiennent a 'entité moléculaire apocrine, caractérisés entre autres par de nombreuses altérations de

nombres des chromosomes et 'expression des récepteurs aux androgenes (GUED] ef al., 2011).
% L’oncogene PI3K

La voie de la phosphoinositide 3-kinase joue un role important dans les fonctions cellulaires clés
telles que la croissance, la prolifération et la survie des cellules. L’aberration de la voie PI3K a été
observée dans plusieurs tumeurs malignhes humaines et peut résulter d'une mutation somatique, d'une
amplification génique ou d'une modification épigénétique. Ces observations suggerent un role
significatif de la voie PI3K dans la carcinogenése, la progression du cancer et la résistance au traitement.

L’altération de PI3K est fréquente dans le cancer du sein. (SADEGHI et GERBER, 2012).
% L'oncogene C-mye

Le gene c-myc a été localisé sur le chromosome 8q24 et code pour une phosphoprotéine nucléaire
qui agit comme un régulateur de transcription impliqué dans la prolifération cellulaire en formant un
dimere avec la protéine Max, dans la différenciation et dans 'apoptose. 1l est surexprimé dans 15 a 25%

des tumeurs mammaires. (OSBORNE e7 a/., 2004).
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% La protéine Rb

La protéine du rétinoblastome (pRb) est une protéine de séquestration qui exerce un controle
négatif du cycle cellulaire. Cette fonction est essentielle dans les organismes pluricellulaires pour éviter
la formation de tumeurs malignes qui mettraient en péril organisme, ce qui permet de qualifier cette
protéine de « suppresseur de tumeur» (ALBERTS e¢f al, 2004). Elle régule la transition G1/S du cycle
cellulaire en fonction de son état de phosphorylation. La pRb présente de nombreux sites de
phosphorylation qui correspondent pour la plupart a des sérines ou des thréonines. Ces résidus sont la
cible des Cycline dépendante de Kinase (CDK). En début de phase G1, pRb n’est pas phosphorylée
puis subi une phosphorylation partielle. Dans ces 2 états, pRb inhibe le facteur de transcription E2F en
interagissant avec lui. A la fin de la phase G1, pRb est completement phosphorylée et ne peut plus
interagir avec E2F. Ce dernier est alors libéré et permet la transcription des genes nécessaires a la
réalisation de la phase S. La phosphorylation de pRb suit I"apparition des complexes cycline/CDK.
Dans un premier temps, seule CDK4 associée a la Cycline D phosphoryle pRb. Cette phosphorylation
induit le changement de conformation de pRb et permet ainsi le recrutement du complexe Cycline
E/CDK2 qui phosphoryle une deuxieme fois pRb sur des sites différents de ceux utilisés par CDK4.
Les complexes ; Cycline A/CDK2 et Cycline B/CDK1 permettrait de maintenir pRb dans un état
phosphorylé (Figure 2) (GIACINTI et GIORDANO, 2006). La phosphorylation de la protéine RB1
par le complexe CycD1/CDK4 est inhibée par au moins trois protéines: la protéine p21WAF1 dont
l'expression est controlée au niveau transcriptionnel par le géne suppresseur de tumeur P53, la protéine

pl16/MST1 et la protéine p15/MST2 (HUNTER ef al., 1994).

La voie de signalisation Rb est perturbée dans 3/4 des cancers. Le géne Rb n'est cependant
directement en cause que dans une fraction faible des cancers du sein (7 a 37%) (JEANTEUR, 2002).
Les mutations du gene suppresseur de tumeur Rb ou des composants régulant la voie CDK-Rb-E2F
ont été identifiées dans presque toutes les tumeurs malignes humaines. Le rétablissement du controle
du cycle cellulaire par inhibition des CDK est donc devenu une option attrayante dans le
développement de thérapies ciblées contre le cancer. L’exemple le plus réussi aujourd’hui est
Putilisation du palbociclib inhibiteur de CDK4 et CDKO, associé a des inhibiteurs de 'aromatase dans
le traitement des cancers du sein RE+ (JOHNSON ef 4/, 2016). Des études ont mis en évidence des
roles supplémentaires de la voie CDK-Rb-E2F dans la prolifération, angiogenése et les métastases.
Cette notion justifie I'utilisation précoce des inhibiteurs de CDK4/CDKG6 qui s’imposent comme un
traitement incontournable dans le cancer du sein afin de réduire non seulement la prolifération, mais

aussi la diffusion (FINN e# a/., 2015 ; TREDAN ez al., 2017).
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Figure 2 : La protéine Rb et régulation du cycle cellulaire (GIACINTI et GIORDANO, 2000).

% Le gene p53

Il code une phosphoprotéine de 53 KDa. Deux roles particuliers sont dévolus a cette protéine :
soit l'arrét du cycle cellulaire entre la phase G1 et la phase S, soit la mort cellulaire par le phénomene
d'apoptose. La protéine p53 se fixe sur une séquence spécifique d'ADN aboutissant a la transcription
du gene WAF1/Cipl, (Wild Type p53-activated fragment et CDK2 inhibiting protein). La protéine,
p21lwaft se lie a la kinase CDK2, et inhibe son activité. La cellule s'arréte alors avant la synthese de
IADN et peut réparer d'éventuels dommages. Lors d'une agression cellulaire, la concentration et la
demi-vie de p53 s'accroissent par une diminution de sa dégradation physiologique. Il a été montré
expérimentalement qu’une simple lésion double brin suffisait a induire une augmentation du taux de
p53. Un autre mécanisme déclenchant est constitué par un mésappariement de bases ou une
insertion/délétion de bases. En présence de P53 muté, I'ADN n'est plus réparé, il en résulte une
instabilité génomique associée a une accumulation de mutations provoquant une croissance incontrolée

(JACK et SCOTT, 2009).

Une tres grande proportion des cancers du sein portent des mutations dans le gene P53 qui est un
acteur-clé de la décision d'une cellule de progresser dans le cycle cellulaire ou de s'engager dans la voie
de l'apoptose et qui est lui-méme régulée par des protéines telles que Pinl et HOXAS. La conformation
fonctionnelle du p53 est régulée par la Prolyl-isomérase Pinl qui est un composant de la peptidyl-
prolyl-isomérase, impliqué dans le domaine du cancer comme un régulateur important de nombreuses
protéines impliquées dans le cycle cellulaire et l'apoptose. Pinl agit sur des prolines succédant a un

résidu sérine ou thréonine des lors que celui-ci est phosphorylé. Or, il se trouve que p53 contient trois
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sites de ce type (deux Ser-pro et un site Thr-Pro) qui sont phosphorylables par les MAPkinases ou les
CDK (JEANTEUR, 2002).

Une équipe de scientifiques menée par le Dr Sukumar a cherché a déterminer quels mécanismes
pouvaient expliquer la perte de fonction de p53 dans le cancer du sein. Ils ont ainsi montré que le taux
d'ARNm de p53 était bas dans une grande proportion de tumeurs mammaires ce qui indiquait un
trouble de la régulation de I'expression du gene. Dans cette optique, les auteurs ont mis en évidence
plusieurs sites de fixation de protéines HOX sur la séquence promotrice du gene p53, ce qui revenait a
dire que la transcription de p53 pouvait éventuellement étre régulée par des protéines HOX. Cette
hypothéese a été vérifiée par l'expression de HOXAS5 dans ce type cellulaire, expression qui a activé le
promoteur du gene p53. Restait alors a évaluer 'effet global de HOXAS sur des cellules cancéreuses.
Pour ce faire, les chercheurs ont exprimé HOXAS dans des cellules épithéliales cancéreuses exprimant
le gene p53 sauvage. Ceci a entrainé la mort cellulaire par apoptose. Par contre, I'apoptose n'a pas eu
lieu dans le cas de cellules dépourvues de p53. Il semblait donc que HOXAS5 déclenche indirectement
l'apoptose en stimulant la transcription de p53. De ce fait, une diminution du taux de HOXAS5 pouvait
expliquer la perte d'activité de p53 dans des cellules dont le gene P53 était normal (RAMAN e7 4/,
2000).

% Les génes BRCAT et BRCA2

Ce sont des anti-oncogenes a l'origine de la plupart des cancers du sein héréditaires. Ces deux
genes participent a la réparation des lésions que PADN subit régulierement. La présence de mutations
dans I'un de ces deux genes perturbe cette fonction et fait augmenter fortement le risque de cancer du
sein. Néanmoins, toutes les femmes porteuses de ces mutations génétiques ne développeront pas

systématiquement un jour un cancer du sein (ANTONIOU e7 al., 2003).

Un grand nombre de fonctions sont attribuées au gene BRCA1, notamment sa capacité a
maintenir l'intégrité du génome, a controler le cycle cellulaire, ainsi que I'apoptose. Parmi toutes ses
fonctions, le gene BRCA1 a celle d'interagir avec le proto-oncogene c¢mye, et d'inhiber ainsi la
transformation cellulaire induite par ¢-zye. BRCA1 bloque aussi I'activité transcriptionnelle du récepteur
a l'eestrogene o en interagissant directement avec la partie N-terminale de ce dernier. BRCA1 se lie
directement a p53 en provoquant une augmentation de l'activité de p53 (ROSEN ez @/, 2003). Enfin,
BRCAT1 a une influence sur le cycle cellulaire en inhibant la phosphotylation de pRb et la progression

du cycle cellulaire en phase S (PAVELIC et GALL-TROSELJ, 2001).

Le gene BRCA1 est donc un maillon essentiel dans le maintien de I'activité normale d'une cellule,
c'est pourquoi les personnes qui possedent une mutation héréditaire de ce gene présentent 50 a 80% de
risque de développer un cancer du sein par la perte de l'allele non muté du gene (KUBISTA e al,

2002).
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CYCLE CELLULAIRE ET CYCLINES

I. Le cycle cellulaire

L’un des enjeux de la recherche sur le controle de la prolifération cellulaire est de comprendre
comment les réseaux de signalisation qui régulent la progression du cycle cellulaire et ses freins, ainsi
que l'induction de la mort cellulaire programmée, sont mis en place, controlés et interconnectés, afin de

garantir le maintien de I'intégrité du génome et de 'organisme (CHABALIER e7 al., 2000).
.1 Les étapes du cycle cellulaire

La division cellulaire est a la base du développement et de la maintenance d'un organisme vivant.
Pour qu'une cellule en engendre deux, elle doit accomplir un parcours complexe, composé de plusieurs
phases caractérisées par des événements cellulaires distincts. Les eucaryotes, de la levure a ’homme, ont
des cycles de division similaires. Les premicres études par microscopie optique ont permis de définir

cing étapes dans le cycle cellulaire : les phases GO, G1, S, G2 et M (Figure 3).
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Division cellulaire

Duplication du génome

Figure 3 : Principales phases du cycle cellulaire (BLOTTIERE et BUECHER, 2001).

e Laphase G

Les cellules sont dites au repos ou quiescentes. Soit elles se différentient pour accomplir des taches
spécifiques, nécessaires au fonctionnement de l'organisme, soit elles attendent un moment favorable

pour s'engager dans une division, ou enfin, elles deviennent sénescentes et proches de la mort.

. Laphase Gl:

Elle est caractérisée par la mise en route du programme de division qui se traduit par la synthese
d'ARN et de protéines nécessaires a la réplication de 'ADN. Ce n'est que dans cette phase du cycle, que
des mécanismes de régulation répondant a des signaux extracellulaires déterminent si la cellule s'engage
dans une nouvelle division cellulaire ou si elle interrompt son cycle pour entrer en phase de repos Gy,
Au cours de cette phase les complexes Cycline D/CDK4 et Cycline D/CDKG Phosphorylent et
inactivent la protéine Rb, ce qui a pour effet de libérer les facteurs de transcription E2F qui controlent
Pexpression de génes nécessaites pour la transition G1/S et pour la progression de S (synthése des

cyclines E et A, entre autres).

La progression en phase G, nécessite une stimulation continuelle par des mitogenes et peut étre

stoppée par des cytokines antiprolifératives. Une fois qu'un point critique est franchi dans la phase G,
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les cellules deviennent réfractaires a tout signal de régulation de la croissance cellulaire et s'engagent

dans un processus autonome de division (SHERR, 1996).

e LaphaseS:

La transition G1/§ est sous le controle du point de restriction R, lui-méme sous le controle de
plusieurs protéines, Rb, E2F, cdk2, cdk4. A la phase G1, Rb non phosphorylé se lie a E2F et l'inhibe.
Pendant le passage G1/S, Cycline D/CDK4 et Cycline E/CDK2 hyperphosphorylent Rb et libere E2F
qui forme un hétérodimere avec la protéine DP. Ensemble, ils jouent le role de facteur de transcription
et induisent des genes cibles, permettant la progression vers la phase S, au cours de laquelle a lieu une
réplication semi-conservative de 'ADN qui assure la pérennité de l'information génétique dans les
cellules filles. Elle se termine lorsque chaque chromosome est composé de 2 chromatides sceurs

identiques.
e Laphase G,:

C’est une phase de transition entre la fin de la synthese de I'ADN et la division méme de la cellule,
elle est sous le controle du complexe Cycline A/CDK1. Durant cette transition, les liaisons phosphates
entre protéines augmentent considérablement, indiquant que la phosphorylation constitue un
mécanisme important pour les profondes réorganisations structurelles qui accompagnent l'entrée des

cellules dans la mitose (NIGG, 1995).

e LaphaseM:

Elle commence par une division nucléaire (mitose) et s'achéve par une division cytoplasmique
(cytodiérese). Elle est divisée en prophase, métaphase, anaphase et télophase. La prophase est
caractérisée par la fragmentation de l'enveloppe nucléaire, la formation du fuseau mitotique et la
condensation des chromosomes. En métaphase, les chromosomes se rassemblent sur la lighe médiane
du fuseau mitotique. En anaphase, les chromatides sceurs se séparent et migrent chacune d'un coté du
fuseau. En télophase, le fuseau mitotique se défait, deux nouvelles enveloppes nucléaires se forment et

le cytoplasme se scinde en deux pour donner naissance a deux cellules filles (MEIJER, 2000).

Le mode d'enchainement et la durée des phases du cycle cellulaire peuvent varier grandement d'un
type cellulaire a un autre. Des signaux extérieurs controlent a la fois I'entrée dans le cycle a partir de
I'état de repos (phase G) et la sortie du cycle cellulaire vers la différentiation terminale. Plusieurs points
de contrdle assurent le bon déroulement des événements dans le cycle cellulaire. En cas de probléme,
des mécanismes de régulation complexes provoquent l'arrét du cycle au niveau de ces points de
contréle pour permettre, par exemple, la réparation de dommages dans 'ADN, le réajustement des
chromosomes sur le fuseau mitotique ou encore pour enclencher un programme de suicide cellulaire en
présence d'altérations trop importantes (MURRAY, 1992 ). Ces mécanismes ont donc pour but de
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préserver l'intégrité de l'information génétique en éliminant tout risque de présence d'un génome muté
ou instable dans les cellules filles. Ils doivent étre tout particulierement élaborés et performants chez les
mammiferes a durée de vie longue, comme I'étre humain, ou l'instabilité génétique, méme limitée a
quelques cellules, constitue une sérieuse menace pour la survie de tout I'organisme. Malgré les garde-
fous tres performants que la nature a développés, il arrive parfois que des altérations génétiques se
produisent dans des cellules et leur conférent une résistance aux mécanismes de controle de la phase
G,. Ces cellules tendent a rester perpétuellement en division. Il en découle une perturbation
considérable des processus de maturation et de différenciation cellulaire qui se produisent normalement
lors de la phase G,. Le processus de dégénérescence maligne est enclenché et entraine de redoutables
conséquences. La lutte contre le cancer passe donc forcément par une compréhension des mécanismes

de régulation du cycle cellulaire, tout particulicrement en phase G, (NURSE, 2000).
1.2 Régulation du cycle cellulaire

La prolifération est nécessaire a la survie. Elle est controlée et elle se fait a des vitesses et selon des
mécanismes propres a chaque type cellulaire. Les mécanismes de la régulation du cycle cellulaire
reposent essentiellement sur les deux structures protéiques complémentaires CDK et cycline. La CDK
est la composante de base, mais, comme son nom l'indique, elle a besoin d'une cycline pour activer ses
fonctions. Les CDK et les cyclines s'associent et forment des complexes hétéro-dimériques et la
régulation de la quantité et de I'activité de ces complexes controle la vitesse de la progression du cycle
(LIM et KALDIS, 2013). Les cellules de mammiferes ont 3 isoformes de CDC25 : CDC25A, CDC25B
et CDC25C. 1l semblerait que les 3 CDC25 soient capables d’agir a différents moments au cours du
cycle cellulaire pour activer des complexes cyclines/CDK spécifiques. Les phosphatases CDC25
apparaissent comme des régulateurs majeurs des différentes transitions du cycle cellulaire, puisque leur
invalidation ou leur surexpression conduit a des anomalies dans la progression du cycle cellulaire, et leur
coopération conduit 2 une bonne activation temporelle des complexes cyclines/CDK (ARESSY ET
DUCOMMUN, 2008) (Figure 4). Les composantes moléculaires du cycle cellulaire et de ses points de
surveillance (checkpoints) sont importantes en cancérologie. En effet, leur connaissance peut servir a
détecter les prédispositions familiales, a évaluer individuellement les tumeurs et a identifier leurs
déterminants moléculaires, ainsi qu’a mettre au point de nouvelles approches thérapeutiques,

éventuellement adaptées a chaque type de tumeurs en fonction de ses caractéristiques moléculaires.

(GOTO ¢t al., 2012).

Un point de contrdle représente un moment critique du cycle cellulaire au cours duquel un
stimulus dicte Parrét ou la poursuite de la progression dans le cycle. On peut distinguer le point de
contrdle a la transition G1/8, le point de contrdle intra-S, le point de controle a la transition G2/M, et

le point de controle d’assemblage du fuseau mitotique. L’activation d’un point de controle suite a
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I'apparition de Iésions au niveau de PADN entraine le ralentissement voire un arrét de la progression
dans le cycle, ce qui permet de limiter le risque de transmettre des mutations géniques aux cellules filles.
Si I'une des étapes du cycle est perturbée et selon le stade plus ou moins avancé dans lequel elle se
trouve, la cellule revient en GO, s’arréte ou se suicide (apoptose). En cas de défaillance de ces
mécanismes internes, le systeme immunitaire, via les lymphocytes T cytotoxiques, peut lui aussi
intervenir et tuer les cellules ou leur ordonner de se suicider, ce qui revient au méme (BARTEK et

LUKAS, 2007).

(oo~ )’
oo J)

Figure 4 : Représentation schématique du cycle cellulaire et sa régulation par les complexes
cyclines/CDK, eux-mémes controlés par les phosphatases CDC25 (BRENNER ez 4/, 2014).

Cependant, pour qu'une cellule prolifere, le point critique qu'elle doit passer dans le cycle cellulaire
est le point de restriction gardé par la protéine Rb. Les signaux de prolifération doivent étre soutenus
pour inactiver ce point de controle alors que le reste du cycle cellulaire progresse sans stimulation
extérieure. Pour proliférer, les cellules cancéreuses sut-activent donc :].cs_ signaux de prolifération
cellulaire pour passer le point de restriction le plus rapidement possible ef:l,_ tiTisf‘a_nt plusieurs stratégies.

2
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Les cellules cancéreuses possédent des mutations qui rendent les oncogenes constitutivement
actifs. Par conséquent, ces oncogenes transmettent en permanence un signal de prolifération a la cellule
indépendamment de la stimulation par un facteur de croissance normalement pré-requise. Les cellules
cancéreuses peuvent aussi surproduire elles-mémes le facteur de croissance qui active son propre
récepteur 4 leur surface : c'est une stimulation autocrine de la prolifération cellulaire. A cause de ces
sighaux de prolifération permanents et intenses, la protéine Rb est maintenue inactive et le cycle
cellulaire peut étre initié a volonté. Les cellules cancéreuses bénéficient d'une prolifération autonome
puisqu'elles ne dépendent plus des autres cellules pour obtenir I'autorisation de proliférer (prolifération
«ncontroléer). La protéine Rb est un suppresseur de tumeurs trés important puisque c'est la derniere
barriere que rencontrent les cellules cancéreuses pour pouvoir proliférer. Dans de nombreux cas de
cancer, des mutations qui désactivent le gene Rb empéchent la protéine Rb de garder le point de
restriction, ce qui confere aux cellules cancéreuses la capacité de proliférer librement (BERTOLI ez 4/,

2013).

Dans les cellules, la sur-activation des sighaux de prolifération active la sénescence qui est un
mécanisme naturel de défense contre les cellules qui bénéficient d'une stimulation de la prolifération
anormalement élevée. La sénescence verrouille définitivement le point de restriction qui ne peut plus
étre inactivé par les signaux de prolifération et donc la cellule sénescente ne peut plus proliférer. Pour
éviter la sénescence, les cellules cancéreuses ont recours a plusieurs solutions : générer des signaux de
prolifération justement dosés pour inactiver le point de restriction mais ne pas activer la sénescence, ou
bénéficier de mutations inactivant les genes de la sénescence comme par exemple le gene suppresseur

de tumeur p53 qui est inactivé dans la plupart des cancers (ANDERS ez 4/, 2011).

Au cours du cycle cellulaire, le géne suppresseur de tumeur Rb est la derniere barriere s'opposant a
une prolifération incontrélée mais d'autres barrieres existent en amont de Rb, dans les voies mitogenes.
Ces voies de signalisation sont composées de nombreuses protéines-relais qui transmettent le signal
entre I'émetteur (le facteur de croissance) et le récepteur final de ce signal (la protéine Rb). Des genes
suppresseurs de tumeurs controlent certains de ces relais de signalisation en les inhibant, ce qui a pour
conséquence d'inhiber la voie de signalisation de la prolifération. Parmi ces genes, le géne suppresseur
de tumeurs PTEN qui inhibe l'oncogene Akt dans la voie de signalisation de 'EGF. Ce controle permet
de modérer les signaux de prolifération pour éviter une prolifération cellulaire trop intense ou cela
permet de remettre la voie de signalisation au repos en l'absence de facteur de croissance. De cette
facon, l'intensité des signaux de prolifération est controlée et la prolifération cellulaire reste dépendante
d'une stimulation extérieure par un facteur de croissance, elle n'est pas autonome. Les cellules
cancéreuses inactivent donc des genes suppresseurs de tumeurs controlant les voies de signalisation de

la prolifération cellulaire pour bénéficier d'une prolifération intense et autonome (SAGE, 2012).
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1.2.1 CCNDI et cycle cellulaire

Le gene CCND1 appelé également, BCL1 ou PRADI, est localisé en 11q13.3. Sa taille est de
13388 paires de bases (GILLETT ez al., 1998). 11 est surexprimé dans 50% des cancers du sein, incluant
le stade trés précoce des carcinomes 7z sitn (ABD EL-MAQSOUD et ALY, 2010) (Figure 5).
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Figure 5 : Localisation du gene CCND1 sur le chromosome 11 (Gene cards®, base de donnée de gene
Humain).

La nature méme de la fonction du géne CCND1, constitue un argument supplémentaire en faveur
de son implication dans la pathologie tumorale. Ce géne qui comporte cing exons code pour CycD1,
nécessaire au déroulement de la phase G1 du cycle cellulaire (SHERR, 1996). CCND1 est régulé
positivement par le produit du géne suppresseur de tumeur RB1 sous sa forme hypophosphorylée, il
existerait donc une boucle régulatrice ou CycD1 joue un role essentiel dans le controle de la transition
G1/S du cycle cellulaite (HUNTER ¢ al., 1994). L'expression de cette protéine est restreinte aux tissus
non hématopoiétiques et n'a jamais pu étre détectée dans les tissus lymphoides normaux. La micro-
injection d'anticorps anti-CycD1 ou d'un vecteur d'expression antisens dans des fibroblastes diploides
normaux empéche l'entrée des cellules en phase S. Inversement, l'expression constitutive de CCND1

accélere le transit cellulaire en G1 (QUELLE ez a/., 1993, BALDIN e¢7 al., 1993).

Au niveau moléculaire, CycD1 peut s'associer avec plusieurs protéines régulatrices du cycle
cellulaire. En particulier, elle peut former des complexes multimériques avec la protéine CDK4, une
kinase dépendante des Cyclines dont l'activité est restreinte a la phase G1 du cycle et avec la protéine
anti-oncogénique RB1. L'association de CycD1 a CDK4 conduit a l'activation de 'activité kinasique de
CDK4 et secondairement a la phosphorylation de la protéine RB1. Au début de la phase G1, la forme
hypophosphorylée de la protéine RB1 fixe et inhibe les facteurs transcriptionnels de la famille E2F,
protéines régulatrices nécessaires a l'expression de génes associés a la transition G1/S. La
phosphorylation de la protéine RB1 en fin de phase G1 par le complexe CycD1/CDK4 a pour
conséquence de libérer les protéines E2F et de permettre la poursuite du cycle cellulaire (Figure 6)

(TREDAN e al, 2017).
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Figure 6 : Controle du cycle cellulaire par CycD1 et CDK4/6 (TREDAN e al., 2017).
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LES CYCLINES

Les cyclines sont des sous-unités régulatrices positives de kinases impliquées dans la régulation de
la progression du cycle cellulaire. Chez les vertébrés, 9 cyclines (A a I) ont été découvertes et au moins
8 CDKs (CDKI1 a 8) semblent impliquées dans la régulation du cycle cellulaire (HARDCASTLE ez a/,
2002). Une cycline donnée peut s'associer a différents partenaires CDKs et vice-versa (PINES, 2005),
ce qui rend l'attribution de fonctions pour chaque complexe CDK/Cycline tres compliquée. La plupart
des cyclines semblent plutdt ubiquitaires, exceptées les cyclines de type D : les cellules expriment, selon
leur fonction, soit une association D2 et D1, soit une association D2 et D3, sans doute
fonctionnellement non-équivalente (SHERR, 1996). L'apparition et la disparition périodiques de
complexes Cycline/CDK distincts assurent l'alternance des phases S et M dans les cellules en division
(NURSE et ORDERING, 1994). Le taux cellulaire en cyclines est déterminé d’une part au niveau
transcriptionnel et d’autre part, par leur destruction, qui est sous la dépendance du systeme
ubiquitine/protéasome (DULIC, 2012). L.a phosphorylation réversible des CDKs peut controler, en

fonction du site de phosphorylation, soit positivement soit négativement l'activité de ces kinases.
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L'activité des enzymes qui phosphorylent ou déphosphorylent les CDKs est, elle-méme, controlée par

phosphorylation (MORGAN, 1995).

Les cyclines sont une famille de protéines qui subissent des variations de leur taux au cours du
cycle et qui partagent toutes un degré de similitude quant a leur composition en acides aminés. En effet,
les cyclines sont définies par une région commune d’environ 100 acides aminés appelée ¢yelin box qui
sert a lier et a activer les CDK (KOBAYASHI ez al, 1992 ; LEES et al, 1993). On distingue d’une part
les cyclines dites START ou G1 qui atteignent leur pic d’expression en phase G1(Cycline C, cyclines D :
D1, D2 et D3) ou 2 la transition G1/S (Cycline E) et d’autre patt les cyclines dites mitotiques (Cyclines
A et B) dont le pic d’expression se situe en G2/M (PINES, 1998). Ces deux types de cyclines varient
dans leur structure générale : les cyclines mitotiques ont environ 200 acides aminés situés dans la partie
N-terminale alors que les cyclines START s’étendent en C-terminal pour former une région riche en
proline, acide glutamique, sérine et thréonine appelée « PEST ». Cette derni¢re joue un role dans le
renouvellement rapide de ces cyclines et leur confere une demi-vie tres courte (PISCOPO et HINDS,

2008).
I. Lescyclines D

Les cyclines de type D sont au nombre de trois et sont les premicres a apparaitre lors de stimuli
par des mitogenes. Elles sont synthétisées tout au long de la stimulation tant que le facteur de
croissance reste dans le milieu. Si bien que les taux des cyclines D varient peu au cours du cycle, avec
néanmoins un pic d’expression en G1/S. Inversement, dés que le mitogene est retiré du milieu, les
cyclines D sont rapidement détruites, quelle que soit la position de la cellule dans le cycle (SHERR,
1995) : si la cellule a dépassé le point R, leur destruction est sans effet, si la cellule est en G1, la
destruction des cyclines D empéche la cellule d’aller plus loin dans le cycle. Leur synthese débute en
début de G1 et leur activité sur les kinases ne se fait qu’en milieu de G1 et augmente au fur et a mesure
que les cellules approchent de la transition G1/S (MATSUSHIME e¢f al, 1994). Les pattenaires
catalytiques majeurs des cyclines D sont CDK4 et CDK6 (MEYERSON ef 4/, 1994). La fonction
primaire des cyclines D est de stimuler la progression en phase G1. En dépit de leur similitude, les
membres de la famille des cyclines D sont différemment exprimés selon la lignée cellulaire

(AJCHENBAUM ¢/ al., 1993).

La progression dans la phase G1 peut étre soit stimulée par des mitogénes ou facteurs de
croissance soit bloquée par des cytokines antiprolifératives. Pour permettre I'entrée de la cellule dans le
cycle cellulaire depuis la phase GO, un mitogene doit stimuler l'expression des cyclines D. Ces cyclines
vont s'assembler, toujours sous stimulation mitogénique, avec des kinases dépendantes des cyclines D
(CDK4 et CDKO), pour former un holoenzyme cataboliquement actif des le milieu de la phase G1 avec
un maximum atteint lors de la transition de G1/S (SHERR, 1996). Bien que l'activité du complexe
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n'influence le cycle que pendant le point critique de la phase G1, elle persiste tout au long du premier
cycle et des cycles suivants si la stimulation mitogénique continue. Par contre, en l'absence de
stimulation mitogénique, l'activité enzymatique chute rapidement a cause de la nature particulierement
labile des Cyclines D et les cellules en phase G1 sortent rapidement du cycle (HALL et PETERS,
1996).

.1 La Cycline D1

CycD1, protéine de 36 kDa et possédant 295 acides aminés, est constituée de différents domaines :
un motif de liaison a RB1, une boite cycline (cyclin-box) pour la liaison avec CDK4/6, un motif LxxLL
qui est important pour le recrutement de cofacteurs nécessaires a lactivation de la transcription. Ce
motif LxxLLL est assez semblable au domaine riche en leucine retrouvé dans la famille des récepteurs
nucléaires (dont font partie les RE) et permet également la liaison de co-activateurs (ZWIJSEN ef 4/,
1998). La séquence PEST impliquée dans les mécanismes de dégradation de CycD1, contréle également
un résidu thréonine (T286) qui contrdle a son tour I'export nucléaire et la stabilité de la protéine
(KNUDSEN e¢f al., 2000) (Figure 7). La CycD1 a été découverte chez 'Homme en essayant d’identifier
l'oncogene Bcl-1 localisé dans le chromosome humain 11q13. Cet oncogene appelé également PRAD1
est suggéré étre une cycline (MOTOKURA e7 a/, 2005). La CycD1 s'associe et active les CDK4 et
CDKG6 (DONNELLAN ez CHETTY, 1998) (Figure 8).

La protéine fonctionne comme un régulateur du cycle cellulaire dépendant des CDK en
phosphorylant et en inactivant la protéine du rétinoblastome (pRb), permettant ainsi la progression a
travers la phase G1/S du cycle cellulaire (LUKAS ez a/, 1994). La CycD1 est également impliquée dans
le cycle cellulaire ou dans des fonctions indépendantes des CDK, notamment l'association avec divers
facteurs de transcription et co-régulateurs transcriptionnels ainsi que la régulation des dits facteurs et
co-régulateurs. Il a également été montré que CycD1 est impliquée dans la régulation du métabolisme
cellulaire, 1a différenciation des cellules graisseuses et la migration cellulaire (FU ez a/, 2004). La
surexpression de CycD1 est associée a une tumorigenese et peut jouer un role important dans le
développement d’un grand nombre de tumeurs avec un chromosome anormal. Une amplification et/ou
une surexpression de CycD1 ont été mises en évidence dans diverses tumeurs humaines, y compris les
lymphomes du manteau, les carcinomes mammaires, les carcinomes spinocellulaires de la téte et du cou

et les cancers de I'cesophage (REIS-FILHO ez al., 2006).
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Figure 7 : Structure de CycD1 et localisation des domaines prédominants (KNUDSEN ez 4/, 2000).
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Figure 8 : Schémas en ruban de 'hétérodimere CycD1/CDK4 (DAY et al., 2009).

1.1 Cyclines D2 et D3

La Cycline D2 est codée par un gene situé sur le chromosome 12p13 (INABA, 1992). Ce geéne a
été identifié comme le site d’intégration d’un provirus murin responsable d’une leucémie T chez la
souris et qui entralne une surexpression de la Cycline D2 (HANNA ¢ @/, 1993). Elle s'exprime
tardivement en phase G1 du cycle cellulaire (LUKAS ez al., 1995, LESLI 7 al., 20006). La Cycline D2 est

amplifiée et surexprimée dans certaines proliférations malignes telles que les hémopathies lymphoides
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chroniques B (DELMER e7 /., 1995), dans les lymphocytes B transformés par FTEBV (SINCLAIR ez 4/,
2004), dans certaines lignées cellulaires de carcinomes colorectaux (LEACH ef al, 1993) et elle
semblerait aussi impliquée dans le cancer gastrique (TAKANO ez @/, 2000). Elle joue un role crucial
dans la prolifération des cellules de type B murin (GLASSFORD e# a/., 2001 ; MOHAMEDALI et al.,
2003). En effet, la surexpression de la Cycline D2 et de CDK4 est reli¢e a la progression du cancer et

correle étroitement avec un mauvais pronostique (TAKANO ez a/., 2000).

La Cycline D3 est codée par un gene situé sur le chromosome 6p21 (HANNA ez al., 1993). Ce
gene n’a pas été identifié comme un proto-oncogene bien quil soit réarrangé dans de multiples
désordres lymphoprolifératifs (SINCLAIR ez a/, 2004). Elle s'exprime en phase S du cycle cellulaire
(LUKAS et al, 1995, LESLI et al, 2006). La Cycline D3 est surexprimée dans plusieurs lignées
cellulaires de type gliomes (DONNELLIAN et CHETTY, 1998). Elle aurait un rdle dans la
transformation cellulaire vers un phénotype malin plutot que dans I'initiation et la progression de la
tumeur (ZHANG ez al, 2005). Elle est requise et essentielle pour le développement des cellules
précurseurs des cellules B (pre-B cell) (COOPER ez /., 2000).

.2 CycDI1 et cestrogéne

Les effets mitogenes d’cestradiol (E2) sont obtenus par médiation d’au moins deux genes cibles, ¢-
mye et CycD1 (ALTUCCI ef al., 1996 ; SAID et al, 1997 ; TONG et POLLARD, 1999) travaillant
indépendamment (PRALL ez a/, 1998). Parmi les deux geénes régulateurs, le géne mye est activé plus tot

par E2 que CycD1 dans la phase G1 (PRALL et SARCEVIC, 1997).

E2 régule l'activation de la transcription du ¢zyc et CycD1, qui inhibe a son tour le CDKI p21 de
s’associer a la Cycline E qui se trouve donc libre. Les complexes CycD1/CDK4 et Cycline E/CDK2
seront par conséquent activés et phosphorylent le pRB libérant le facteur de transcription E2F
nécessaires pour la synthése I’ADN et la progression G1/S du cycle cellulaire (DOISNEAU-SIXOU e#
al., 2003 ; POMMIER et KOHN, 2003) (Figure 9). Pendant que E2 incite myc via le RE, par médiation
de signaux en se liant a I’élément de réponse présent dans la région du promoteur de 7zyc (DUBIK et
SHIU, 1992), le géne de CycD1 (CCND1) ne contient pas un élément de réponse dans son promoteur
(SABBAH et al, 1999 ; FOSTER et al, 2001) et Pactivation de sa transcription est probablement
obtenue par des interactions entre la protéine et 'élément de réponse de APMc situé pres du site de
début de transcription. Cependant, le role de la voie des RE a aussi été suggéré dans la croissance des

tumeurs cestrogéno-dépendantes (FELTY ez al., 2005).

L’expression précoce de CycD1 est régulée par les especes réactives de l'oxygene (ROS)
(JANSSEN e7 al., 1997 ; GALLIL e al, 2003), les derniers travaux suggerent qu'E2 incite les ROS
mitochondriaux en activant la progression G1/S des cellules cancéreuses mammaires via I'activation du

facteur de transcription AP-1, que 'on connait pour étre impliqué dans la transcription de CycD1.
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L’obstruction de la fonction mitochondriale interrompe E2 d’induire la progression du cycle cellulaire,

accompagnée par la diminution de I'expression des Cyclines D et E (FELTY ez a/, 2005).

Growth factor/RTK signaling
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Figure 9 : Mécanismes d’action d’cestrogene dans la régulation du cycle cellulaire (VANARSDALE ef

al,, 2015).

.1 CycDI1 et cancer

La CycD1 a été la premiere cycline D a étre identifiée dans les macrophages de souris (REN ef 4,

2002). Elle a également été identifiée comme le produit du gene PRAD1 dans les adénomes humains

parathyroidiens (MOTOKURA e al., 1991). Plusieurs groupes ont étudié le role de CycD1 comme un

oncogene humain connu d’étre amplifié dans des tumeurs spécifiques. Le Tableau II résume certaines

dérégulations dans les différents cancers (MUSGROVE ez al., 2011). La CycD1 est surexprimée dans

beaucoup de cancers soit par amplification de son gene soit

par translocations ciblant le locus de D1

sur le chromosome 11q13 (HALL et PETERS, 1996). L’exemple le plus marquant est 'expression

ectopique de CycD1 dans les lymphomes B notamment les lymphomes du manteau folliculaire (SETO

et al., 1992). Cette expression anormale est le plus souvent la

conséquence de la juxtaposition du gene

de CycD1 aux régions régulatrices des chaines lourdes des immunoglobulines par une translocation t

(11;14) (q13;932) qui déplace Ienbancer du gene codant pour la chaine lourde des immunoglobulines

dans le locus D1, laissant le codage de CycD1 ininterrompu.
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La CycD1 est jugée responsable d’engager directement les facteurs de transcription ou les co-
activateurs, incluant les Histones Acétyle Transférases (HATs) de réguler la transcription et les
modifications épigénétiques qui jouent un role important dans le métabolisme des cancers humains (FU
et al, 2004). La CycD1 est aussi associée a d’autres oncogenes tels que zex et ras qui agissent sur le
promoteur du CCND1 régulant son expression dans des modeles de tumeurs mammaires de soutis.
Cependant, les transformations malignes sont exclusivement dépendante de CycD1, ce qui méne a

conclure que CycD1 connecte la voie neu-ras a 1a machinerie cellulaire (YU ef al., 2003).

Tableau II : Implication de CycD1 dans les cancers humains (MUSGROVE e/ a/., 2011).

Siege de la tumeur Mécanisme de dérégulation Fréquence (%)
Téte et cou Amplification du CCND1 26-39
Surexpression de la Cycline D 20-68
Poumon Amplification du CCND1 5-30
Surexpression de la Cycline D 18-76
Endométre Amplification du CCND1 26
Surexpression de la Cycline D 40-56
Peau Amplification du CCND1 0-25
Surexpression de la Cycline D 30-65
Pancréas Amplification du CCND1 25
Surexpression de la Cycline D 42-82
Sein Amplification du CCND1 15-20
Surexpression de la Cycline D 50-70
Rectum Amplification du CCND1 2,5
Surexpression de la Cycline D 55

La fonction de CycD1 dans les cellules cancéreuses n’est pas limitée a la phosphorylation du Rb.
Elle joue aussi un role dans la réparation de PADN par liaison au RAD51 et au BRCA2 qui sont des
recombinases qui pilotent la réparation des cassures double brin par recombinaison homologue
(JIRAWATNOTAL et al, 2011). La réduction des taux de CycD1 dans les cellules cancéreuses
humaines empéche la réparation de I'ADN induite par la recombinaison homologue et conduit a
I'augmentation de la sensibilité des cellules aux radiations a la fois 7 vivo et in vitro, Cet effet a été
observé dans des cellules cancéreuses Rb-négatives. Cette découverte révele une fonction inattendue,
d'une protéine clé du cycle cellulaire, dans la réparation de 'ADN et suggere que le ciblage de CycD1
pourrait également étre bénéfique dans les cancers Rb-négatifs dont on pense qu'ils ne sont pas affectés
par l'inhibition de CycD1 (JIRAWATNOTAI ¢ al, 2011). L’association de CycD1 comme médiateur
de la réparation de PADN endommagé est au premier vu d’ceil contradictoire a son association aux
cancers, puisque la réparation de . PADN.empéche les mismatches durant ‘la réplication de PADN.

L’augmentation de la fréquence des erreurs dans les genes cibles est souvent associée a la carcinogencse
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(MASUDA et al, 2011). D’une autre part, la réparation de PADN assure aux cellules cancéreuses une
survie plus longue et une résistante a la thérapie génotoxique (PONTANO ez al, 2008 ; KUNTZ et
O’CONNEL, 2011 ; YAN ez al.,, 2012).

Les dommages d’ADN activent GSK3B connue surtout pour sa phosphorylation de CycD1 au
résidu thréonine T280, faisant de lui un exportateur nucléaire et médiateur de dégradation (DIEHL ez
al., 2002 ; PANTANO et DIEHL, 2009). GSK3B a son tour, est inactivé par AKt pour permettre la
continuation du cycle cellulaire aprés réparation des dommages de PADN (Figure 10). Il est a noter que
la phosphorylation du T286 est exclusive de CycD1, ce qui appui I'idée du role unique dans le cycle
cellulaire en arrétant les radiations qui induisent les dommages de PADN. La dégradation de CycD1 est
réalisée a travers le site de destruction box par la ligase E3 ubiquitine, complexe promoteur de
I'anaphase (Figure 11). Ce dernier est constitutivement associé au complexe CycD1/CDK4, cette
destruction meéne a libérer le p21 et a inhiber le CDK2 d’arréter la phase G1 jusqu’a ce que les
dommages de TADN seront résolu (AGAMI et BERNARDS, 2000). La dégradation de CycD1 joue un
role important dans larrét du cycle cellulaire suite a2 des dommages de PADN dans les réseaux

complexes des interconnections moléculaires (MORI ez 4/, 2005).

Facteur d.e iroissance Matrice extracellulaire
V = \ eiE %
SYNTHESE
. | o _
Noyau Cycline D1 B DEGRADATION

Figure 10 : Production de CycD1 et sa dégradation sous le controle de stimuli externes
(BLANCHARD, 2003).
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Figure 11 : Dégradation des cyclines a travers le site de destruction box par le complexe promoteur de
I'anaphase (CPA) (HIROYUKI ez al., 2004).

Les molécules NF-kB, STAT3 et E2F1 qui interviennent dans la réponse au dommage de TADN
interagissent avec CycD1 donnant un potentiel additionnel de régulation (BARRE ef 4/, 2010).
Lactivité transcriptionnelle STAT3 est inhibée par CycD1 (BIENVENU e/ @/, 2010), mais d’un autre
coté, elle est responsable de I'induction de l'expression du CCNDI1 suite aux signaux mitogenes
(VIGNERON ¢ al.,, 2008). NF-kB induit la transcription du CCND1 mais il est a son tour rétro-régulé
par CycD1 (RUBIO et al, 2012). Finalement, CycD1 est connue pour relier la région du promoteur de
E2F1 qui doit réguler la transcription des genes (CASIMIRO ef @/, 2013), et d’'un autre c6té, E2F1 est
connu pour son role inhibiteur de P'activité du promoteur du CCND1 (WATANABE et ROBBINS,
1998).

1. Cycline E

La Cycline E est une protéine nucléaire de 50 kD dont 'expression est maximale en fin de phase
G1, apres augmentation des cyclines D (KOFF, 1991 ; DULIC et a/, 1992). Le complexe Cycline
E/CDK2 a une forte activité kinase juste avant 'entrée des cellules en phase S et phosphoryle la
protéine Rb (HATAKEYAMA ez al, 1994). La surexpression de la Cycline E raccourcit la durée de la
phase G1, diminue la taille de la cellule et sa dépendance aux facteurs de croissance et prolonge la durée
de la phase S (OHTSUBO e al., 1995). Des cellules bloquées en phase G1 initient quand méme la
réplication de leur ADN quand la Cycline E est surexprimée (RESNITZKY ez al., 1994). Des anticorps

dirigés contre la Cycline E injectés dans des cellules en phase G1 inhibent entrée en phase S. Cette
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inhibition n’a pas lieu si I'injection se fait dans des cellules en phase S ce qui signifie que la Cycline E est
indispensable 2 la transition G1/S. Au cours de la phase S, I'expression de la Cycline E diminue car elle
est dégradée par le protéasome. Cette dégradation est aussi dépendante d’ubiquitinylation et semble
cruciale pour le bon déroulement de la réplication car son expression constitutive provoque une
instabilité génomique. La Cycline E est surexprimée dans de nombreuses lignées cancéreuses indiquant

que sa dégradation ordonnée doit étre strictement controlée (DULIC, 2012).
lll. Les cyclines mitotiques :

Les cyclines mitotiques comprennent la Cycline A et la Cycline B. Elles possedent une séquence
d’acides aminés partiellement conservée (dénommée destruction box) située en partie N-terminale,
indispensable a leur destruction rapide et soudaine spécifiquement pendant la mitose (GLOTZER et al.,
1993). Cette destruction se fait par la voie de la protéolyse dépendante de I'ubiquitine (SUDAKIN ez 4/,
1995). Le taux des cyclines mitotiques augmente progressivement au cours des phases S et G2 pour
atteindre un pic a la phase M. Les Cyclines A et B interagissent avec la kinase CDK1 pour déclencher la
mitose et leur dégradation est nécessaire pour que la cellule sorte de la mitose. Cependant, la synthese et

la destruction de la Cycline A ont toujours lieu en avance par rapport a la Cycline B (ROY e af, 1991).
1.1 La Cycline A

La Cycline A est une protéine de 60 kD qui apparait a la transition G1/S. C’est la premiere cycline
qui a été clonée et séquencée (BARTEK ez al, 2001). Elle est située en position nucléaire (PINES ez al,
2004). Elle a d’abord été considérée comme une cycline mitotique jouant un role qu’a la transition

G2/M.

Cependant, plusieurs expériences ont permis de démontrer que la Cycline A agissait plus
précocement dans le cycle cellulaire, étant détectée et activée des la fin de la phase G1 juste avant
Pentrée en phase S (YU ez al, 2001). L’activité kinase associée a la Cycline A a la transition G1/S est
celle de CDK2 (ELLEDGE, 1990). La surexpression de la Cycline A entralne une entrée prématurée en
phase S (ROSENBERG, 1995). Les Cyclines E et A sont nécessaires au passage en phase S mais ont
des fonctions différentes ; la Cycline A serait utile pour débuter la réplication de PADN. Le complexe
Cycline A/CDK?2 se lie au facteur de transcription PCNA (Proiferating Cell Nuclear Antigen) au niveau de
certains sites de réplication de TADN et I'inhibition de la Cycline A par des anticorps inhibe la synthése

de ’ADN dans des cellules humaines (BORGNE ez @/, 1999).
111.2 Les cyclines B

11 existe trois Cyclines B : B1, B2, B3. La Cycline B1 est la mieux connue et joue un role important
dans les mécanismes de déclenchement de la mitose. La Cycline Bl est cytoplasmique pendant

I'interphase (en association avec les microtubules et les centrosomes) jusqu’a la fin de la prophase ou
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elle est transférée brutalement dans le noyau (PINES et HUNTER, 1994 ; HAGTING e7 4/, 1999). Elle
s’accumule dans le cytoplasme car I'import nucléaire est contrebalancé par I'export nucléaire qui est
plus rapide. En effet, pendant l'interphase, Le complexe Cycline B1/CDKI1 est maintenu dans le
cytoplasme grace a lactivité d’un facteur nucléaire d’exportation appelé CRM1 (Maintenance de la
Région Chromosomal) ou exportine qui reconnait le CRS (Signal de Rétention Cytoplasmique) en
position N-terminale de la Cycline B1 (NILSSON et HOFFMANN, 2000). Le CRS poss¢de une région
hydrophobe de 11 acides aminés hautement conservée parmi les Cyclines de type B chez les
mammiferes. Dans cette région, il existe quatre résidus sérine lesquels, s’ils sont phosphorylés,
empéchent la reconnaissance du CRS par CRM1. En conséquence, c’est la phosphorylation de ces
quatre résidus sérine qui stoppe la sortie de la Cycline B1 du noyau en prophase. Dés que la Cycline Bl
devient nucléaire, 'enveloppe nucléaire explose, signifiant que le complexe Cycline B1/CDK1 agit
comme une kinase des lamines nucléaires. L.a Cycline B1 se lie alors a 'appareil mitotique, en particulier
aux poles du fuseau et a ses fibres principales. En début de métaphase, la Cycline B1 s’associe
transitoirement aux chromosomes condensés. Des 'entrée en anaphase, la destruction de la Cycline Bl
est initiée par le cyclosome, elle s’opere par la voie de la polyubiquitination ce qui est indispensable a
Iinactivation du complexe Cycline B1/CDKI1 et a la sortie de la mitose (GLOTZER e# al., 1993 ;
KING, 1995).

IV. Les Cyclines virales

Les virus du groupe herpes déréglent le cycle cellulaire. Ainsi, TEBV (Epstein-Barr Virus)
immortalise les lymphocytes B en exprimant deux protéines, EBNALP et EBNA2 qui permettent une
surexpression de la Cycline D2 (TAKEUCHI 7 4/, 1995). Le génome de 'herpés virus 8 (HHVS) agent
du sarcome de Kaposi, associé également a la maladie de Castleman et a certains lymphomes survenant
notamment chez les sujets infectés par le virus de I'immunodéficience humaine (VIH), contient
plusieurs genes qui partagent de grandes similitudes avec des genes impliqués dans le contréle du cycle
cellulaire et de Papoptose (RUSSO ez al, 1996). Un de ces genes qui code pour une protéine homologue

aux cyclines de mammiferes est dénommé cycline K (CHANG e7 /., 1996).

Deux autres cyclines virales ont été également identifiées : la Cycline V et Cycline M qui sont
codées par des herpes virus contaminant des animaux (SWANTON ez 4/, 1999). Ces cyclines ont une
homologie de séquence étroite avec les cyclines D. Par ailleurs, les Cyclines K et V forment
préférentiellement des complexes avec la kinase CDKGO6. Les cyclines virales ressemblent donc aux
cyclines D tant par leur fonction que par leur séquence. Leur expression entraine des déreéglements du

cycle cellulaire donnant un avantage prolifératif aux cellules infectées (GODDEN-KENT e/ 4/, 1997).
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V. LesKinases Dépendantes des Cyclines (CDK)

Les CDK sont une famille de protéines kinases qui jouent un role majeur dans la régulation du
cycle cellulaire. Elles sont également impliquées dans la régulation de la transcription, le traitement des
ARN messagers et la différenciation des cellules nerveuses. Elles sont relativement petites avec des
poids moléculaire variant entre 34 et 40 KDa. Une CDK peut s’associer a différentes cyclines. Sans sa
cycline cible, la protéine CDK a treés peu d'activité kinase : c'est 'association de la CDK et de la cycline
qui confere son activité au complexe. Les protéines CDK phosphorylent leurs substrats sur les sérines
et les thréonines, ce qui leur donne le nom de sérine-thréonine kinases (MORGAN, 2007). Chez
I’homme 11, CDKs (CDK1 a CDK11) ont été caractérisées et au moins 29 genes codant pour des
protéines apparentées a la famille des cyclines par la présence d’une séquence conservée de 150 acides-

aminés : «la Cycline box» (MURRAY et MARKS, 2001).

CDK1 (p34 ou cdc2) de poinds moléculaire de 34KDa, est la premicre CDK décrite chez
I’Homme. Son gene est localisé sur le chromosome 10q21.2 et contient 5 exons. Elle est absente des
cellules quiescentes. Dans les cellules en prolifération, elle peut étre détectée tout au long du cycle
mitotique, mais son ARN messager (ARNm) varie au cours du cycle, avec un minimum en phase G1
(FISHER et MORGAN, 1994). A la fin de la phase S, CDK1 s’associe avec la Cycline A et assure la
progression tout au long de la phase G2, puis la cycline A est dégradée alors que la Cycline B est
activement synthétisée. CDK1 s’associe alors avec la cycline B constituant le complexe CDK1/Cycline
B ou MPF (M-phase Promoting Factor) et conduit a la progression des cellules en mitose (NIGG,
2001).

CDK2 a une masse moléculaire de 33 KDa. Son gene est localisé sur le chromosome 12 en 12q13
(SENDEROWICZ et SAUSVILLE, 2000). Elle acquiert une activit¢ kinase en association avec la
Cycline A ou E. Le complexe CDK2/Cycline A développe une activité kinase en phase G1 tardive
jusqu’a la métaphase. L activité kinase du complexe CDK2/Cycline E se manifeste aussi dés la phase
G1, atteint son maximum en début de phase S, puis disparait (SENDEROWICZ et SAUSVILLE,
2000). CDKZ2, en association avec la Cycline E est indispensable a la mise en route de la réplication de
PADN (TSAI et al, 1993). Durant la phase S, le complexe CDK2/Cycline E est remplacée par
CDK2/Cycline A (LEES e/ al., 2002).

CDK3 a une masse moléculaire de 35 KDa. Son gene est localisé sur le chromosome 17q25.1 et
contient 8 exons. CDK3 peut, elle aussi, phosphoryler et inhiber la protéine Rb. Il semblerait aussi que
le complexe CDK3/Cycline C permette aux cellules de sortit de I’état de quiescence GO et assute le
retour des cellules a Iétat prolifératif lors de la transition GO/G1 (REN et ROLLINS, 2004). Par
ailleurs, CDK3 associée aux Cyclines A et E est peut-étre aussi impliquée dans la transition G1/S
(JINPING ez al., 2016).
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A la différence de la plupart des CDK connues, CDK4 n’a pas d’activité kinase sur les histones
H1. Son gene est localisé sur le chromosome 12q13, dans la méme région que CDK2. Ses partenaires
régulateurs sont les cyclines D. Le complexe CycD1/CDK4 devient actif comme kinase au milieu de la
phase G1, avec une activité maximale a la transition G1/S et reste détectable jusqu’a la mitose
(SENDEROWICZ et SAUSVILLE, 2000). Les souris dont le gene CDK4 est invalide (soutis &nock-out)
sont viables, mais sont de petites tailles et stériles. Ces souris développent un diabéte en raison d’un
déficit en cellules pancréatiques. CDK4 pourrait étre un régulateur spécifique de certains types de

cellules (RANE ez al.,, 1999).

CDKS5 est une protéine de 33 KDa. Elle a été détectée active a des taux élevés dans les neurones
ou elle aurait un réle dans la phosphorylation de protéines comme celles des neurofilaments et joue un
role essentiel dans le métabolisme cérébral. CDKS5 est particuliere car elle n’est pas activée par une
cycline et possede des activateurs qui lui sont propres (SMITH et TSAI, 2002). La dérégulation de
CDK5 est impliquée dans plusieurs maladies neurodégénératives et en particulier, la maladie

d’Alzheimer (CRUZ et TSAI 2004 ; KESAVAPANY e7 al., 2004).

CDKG6 est une protéine de 40 KDa formant des complexes avec toutes les cyclines D. Elle
phosphoryle et inhibe la protéine Rb qui libere alors le facteur de transcription E2F et permet la
transcription des genes nécessaires a la transition G1/S. Apres la stimulation des lymphocytes T par la

PHA, cette activité se manifeste dés le milieu de la phase G1 (MALUMBRES et BARBACID, 2005).

CDKY7 phosphoryle CDK1, CDK2 et CDK4 respectivement sur les résidus thréonine (Thr) 161,
160 et 172, ce qui conditionne leur activation comme kinase des histones. Elle se lie a la cycline H et
subit une phosphorylation sur la Thr 170 pour acquérir 'activité kinase (homologie avec les Thr 161 de
CDK1, 160 de CDK2 et 172 de CDK4 toutes faisant 'objet de phosphorylations activatrices). Le
complexe Cycline H/CDK7 est dénommé CAK (CAK : CDK activating kinase). Ni I'expression de la
protéine CDK7, ni son activité enzymatique ne varient au cours du cycle mitotique des cellules
proliférantes, ce qui suggererait un mécanisme particulier gouvernant son action sur les autres CDK
(DARBON ¢ al., 1994). Le complexe Cycline H/CDK?7 est différent car il joue un role a la fois dans la
transcription et dans le controle du cycle cellulaire (HARPER et ELLEDGE, 1998). Les CDKs 7, 8, 9,
10 et 11 ne sont pas impliquées dans la progression proprement dite du cycle cellulaire. Elles sont
impliquées dans le contréle de la transcription avec néanmoins pour certaines d’entre-elles un réle
direct dans le controle du cycle cellulaire (LOYER ez 4/, 2005). Les CDKS jouent un réle dans le
controle du cycle cellulaire (CDK1, CDK2, CDK3, CDK4, CDK6 et CDKY7), dans 'apoptose (CDKI1,
CDK2, CDKY5), dans la différenciation (CDK2, CDK5, CDKY), dans le fonctionnement du systeme
nerveux central (CDKD5) et dans la transcription (CDK7, CDKS8, CDKY9) (SMITH et TSAIL 2002)
(Figure 12).
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Figure 12 : Les CDKs et les réponses cellulaires (LOYER ez al., 2005).
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I. Matériel biologique

Notre étude a porté sur 138 patientes atteintes d’un carcinome canalaire infiltrant (CCI) du sein.
Les patientes recrutées entre 2011 et 2015 au niveau de 'hopital militaire régional universitaire d’Oran
(HMRUO) ont été répertoriées. Les tumeurs ont été classées selon le score du Bloom-Richardson
(BLOOM et RICHARDSON, 1957) modifié par Elston et Ellis (ELSTON et ELLIS, 1991). La taille a
été classée selon la classification TNM proposée par le chirurgien frangais Denoix et valable jusqu’a
2017 (DENOIX, 1946). Les caractéristiques cliniques et histopathologiques des patientes ont été

extraites des dossiers médicaux et un consentement éclairé a été signé par toutes les patientes.
Il.  Méthodes

Il.1 Préparation des échantillons

Les blocs de paraffine utilisés pour I’étude ont été préparés selon les techniques standards utilisées
dans les laboratoires d’anatomopathologie a savoir : fixation au formol 1/10°™, déshydratation dans des

bains d’acétone, et enfin enrobage des échantillons dans de la paraffine.
1.2 Echantillonnage

Un bloc par patiente a été étudié. Pour chaque bloc, 6 lames ont été effectuées, 5 lames pour
réaliser le marquage immunohistochimique (IHC) des RE, RP, de la p53, du Ki-67 et de CycD1. La 6™
lame a été utilisée pour mesurer 'amplification du gene CCND1 par 'hybridation chromogénique 2 situ
(CISH). Soit un total de 828 lames préparées. (La protéine Rb n’a pas été étudiée, pour manque de

produit).
1.3 Reconnaissance des antigénes : principe et méthodologie

L'examen immunohistochimique consiste a révéler sur coupe histologique, par réaction antigene-
anticorps, la présence de récepteurs antigéniques cellulaires intranucléaires, membranaires ou
cytoplasmiques. La détection du marquage a été réalisée par la technique d’immunopéroxydase
indirecte: 'anticorps primaire non couplé n'est pas spontanément visible quand il est fixé a I’échantillon.
Pour étre détectable, 'anticorps est associé a la peroxydase qui a comme substrat I'eau oxygénée (H,0,)
laquelle oxyde une molécule de colorant du milieu d'incubation donnant un précipité brun pour le 3-3’
di-aminobenzidine tetrahydrochloride (IDAB). La caractéristique du systéme biotine avidine péroxydase
du kit Dako utilisé est la haute affinité de I'avidine (protéine glycosylée PM=68000) pour la biotine

(vitamine soluble PM=244) et Iutilisation des complexes préformés (Figure 13).
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3émeACetle: lecomplexe-
complexe - avidine/biotine
peroxydasey peroxydasef

IHC-indirecte Technique anti- Complexe avidine/biotine- peroxydase{
peroxydase’

Figure 13 : Schéma de la technique d’immunopéroxydase indirecte et le complexe avidine/biotine
peroxydase (GARCIA-AYALA et CHAVES-POZO, 2012).

Les techniques classiques utilisées au centre Pierre et Marie Curie (CPMC) d'Alger ont été utilisées
pour préparer les lames a 'IHC. Les blocs de paraffine sont coupés a 'aide d’'un microtome semi-
automatique (Leica Biosystems RM 2245). Les coupes histologiques de 2 pm d'épaisseur sont étalées
sur des lames silanisées (Superfrost). Apres déparaffinage dans des bains de xylene suivi d'une
réhydratation dans des bains d’alcool décroissants, les lames sont rincées dans de 'eau distillée. Les
lames sont ensuite immergées dans une solution de 3% de H,O, pendant 10 mn. Le démasquage du site
antigénique se fait par chauffage au micro-onde a 650W. Les lames sont incubées dans une solution de
citrate de sodium (10mM pHG6) pendant deux fois 5 mn afin d’éviter le décollement de I’échantillon.

Apres refroidissement (20 a 30 mn), les lames sont rincées dans de I'eau distillée.

L'immunomarquage des différents anticorps a été réalisé selon les instructions fournies avec les
kits. Les anticorps primaires prédilués CycD1 (monoclonal de lapin, clone EP12, Dako), Ki-67 (Mib-1,
monoclonal de souris, Dako), RE (ER a monoclonal de lapin, clone SP1, Dako), P53 (DO7, Dako) et
RP (PR monoclonal de souris, clone 16, Dako) sont déposés directement sur I’échantillon. Un
deuxieme anticorps est appliqué, susceptible de se fixer a l'anticorps primaire et complexé au systeme
Avidine-biotine-péroxydase permettant la révélation. La réaction est révélée par le DAB (K3468, Dako)
qui, oxydée en présence d’H,O,, forme un précipité brun. Pour recolorer les échantillons et rendre
possible la détermination topographique du marquage, une contre-coloration douce avec I'hématoxyline

de Mayer a été réalisée pendant 5 mn. Apres trois rincages dans de I'eau distillée, de 'eau ammoniaquée
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et ensuite dans de P'eau distillée, les lames sont montées dans le glycérol (Mounting Medium Glycerol

Dako).
1.3.1 Quantification du marquage

L’intensité de marquage a été quantifiée selon la méthode d’Allred (ALLRED ez 4/, 1998). Elle est
considérée négative (0) quand aucun noyau n’est coloré a fort grossissement ; faible (1) quand la
coloration des noyaux est visible seulement a fort grossissement ; modérée (2) quand les noyaux colorés
sont facilement visibles a faible grossissement ou bien fort (3) quand la coloration des noyaux est

hautement positive, méme a faible grossissement.

Selon la coloration des noyaux tumoraux, le chiffre zéro (0) est donné dans le cas ou aucun noyau
n’est coloré ; (1) sila proportion des noyaux colorée est inférieur a 1% ; (2) si la proportion des noyaux
colorés, est comprise entre 1 et 10% ; (3) quand la proportion des noyaux colorés est comprise entre
11 et 33% ; (4) quand elle est comprise entre 34 et 66% et (5) quand la fréquence des noyaux colorés
fluctue entre 67 et 100%. La proportion des noyaux colotrés et les scores d'intensité ont été ensuite
associés pour obtenir un score final (total des scores), qui varie de 0 a 8. Les tumeurs ont été classées en
3 groupes: négatif/faible quand le score total se situe entre 0 et 2 ; modéré si ce score est entre 3 et 5 et

fort quand il est de 6 a 8 (HARVEY ez 4/, 1999 ; REIS-FILHO et al., 2000).
1.4 L’hybridation chromogénique in situ (CISH)

La CISH a été utilisée pour détecter les amplifications de genes, les translocations de
chromosomes et le nombre de chromosomes en utilisant des réactions catalysées par peroxydase sous
le microscope a fond clair sur des tissus fixés dans du formol et incorporés dans de la paraffine. La
CISH a été réalisée en utilisant la sonde d’amplification Cycline D1 SPoT-Light” marquée a la

digoxigénine (Invitrogen™ Zymed, 84-1900).

Le caractere essentiel de la CISH est la capacité des sondes a acide nucléique marquées de
shybrider (se lier), in sitn, a des sections spécifiques supplémentaires d’acide nucléique dans
I’échantillon. Les résultats d’hybridation avec sonde sont bien visibles sous un microscope a fond clair
standard pourvu d’une lentille seche 40x. Comme le signal DAB est permanent, les résultats peuvent
étre conservés a long terme. Le principal avantage de la CISH est le fait de pouvoir détecter les

aberrations génétiques et vérifier I’histopathologie en méme temps.

Le schéma technique est représenté sur la (Figure 14) dont le principe général repose sur
I’hybridation d’une séquence d’ADN spécifique (une sonde complémentaire) avec le géne des cellules
tumorales (le segment I’ADN a identifier). Son originalité tient au mode de révélation qui met en jeu
un chromogene, comme en immunohistochimie. Pour la CISH, la sonde est marquée soit a la
digoxygénine (DIG) repérée ensuite par un anticorps antidigoxigénine couplé a un systeme
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d'amplification ou a la biotine, identifié¢e quant a elle par la streptavidine couplée, elle aussi, a un
systtme d'amplification. La peroxydase du raifort (HRP: HorseRadish Peroxidase) est le systeme
d’amplification le plus utilisé, il permet de détecter une faible quantité d'une protéine particulicre et de
produire un signal facilement détectable. Sa vitesse de réaction trés élevée permet en outre de produire
des signaux forts en peu de temps. L’hybridation se déroule en 2 étapes : Phybridation proprement dite
et les lavages. Les lavages permettent d’éliminer les molécules de sonde faiblement fixées sur
I’échantillon en fonction de la température et de la force ionique du milieu de lavage. Pour cela, une
solution 4xSSC (Standard Saline Citrate) est utilisée. La révélation des hybrides est effectuée par le

chromogene DAB.

.\ *’ — HRP
HRP i HRP
® HRP

HRP

HRP

¥ 7

HRP

Figure 14 : Principe de ’hybridation chromogénique 7 situ (HAMARD et al., 2018).

Les tumeurs présentant une amplification du géene CCND1 apparaissent sous forme de grands
groupes de genes intranucléaires positifs a la peroxydase, de nombreux petits signaux individuels
positifs a la peroxydase ou d’'un mélange de groupes et de copies de genes individuels. Les tumeurs a
faible amplification de CCND1 présentent entre 6 et 12 copies de génes par noyau. Les tumeurs dont

I’état du gene CCNDI1 est normal manifestent 1 a 2 points par noyau, alors que les tumeurs ayant une

polysomie dy chromosome manifestent entre 3 et 5 copies de gene par noyau (MRHALOVA e/ al,
2002).

11.4.1 Réalisation de la technique

I1.4.1.1 Préparation de ’échantillon
Les coupes histologiques de 4 & 5 um d’épaisseur réalisées a I'aide d’un microtome semi-

automatique, ont été étalées sur des lames Superfrost/Plus® (LABOMDERNE, ML.1149). Les lames

sont ensuite séchées a 37°C puis cuites entre 2 et 4 heures a 60°C dans un four.
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Préparation des réactifs

Le PBS (Soluté de tampon phosphate) est préparé en mélangeant un paquet de poudre de PBS (80
gt) avec 1 litre d’eau distillée. Pour préparer le tampon PBS/tween 20 (0,025%), 1 patt de tween 20 a
50% est mélangée a 1999 parts de PBS préalablement préparé. ILa solution de substrat-chromogene
(DAB) doit étre préparée extemporanément. Une série d’alcools est préparée : éthanol 70%, 85%, 95%
et 100%. Pour préparer le substrat de la peroxydase, une part de I'eau oxygénée, H202 a 3% est diluée
dans 9 parts de méthanol absolu. La solution tampon 2xSSC est préparée en mélangeant 1 part de

solution tampon 20x SSC a 9 parts de I'eau distillée.
11.4.1.2 Protocole CISH

Hormis la sonde (Cycline D1 SPoT-Light® 84-1900) qui peut étre utilisée a froid, tous les réactifs

doivent étre amenés a températute ambiante (20 a 25°C) avant d’étre utilisés.
Prétraitement des sections de tissu :

Les lames sont déparaffinées en les submergeant dans des bains de xylene 2 fois 5 mn chacun, et
dans de I’éthanol (100%) 3 fois 3 mn. Les lames (échantillons) sont chauffées a plus de 98°C pendant
15 mn dans une solution de prétraitement des tissus a la chaleur (SPoT-Light” 00-8402). Elles sont
ensuite lavées dans des bains d’eau distillée a température ambiante (20 a 25°C) 3 fois 2 mn chacun.
Une digestion enzymatique de 10 mn est ensuite réalisée. Apres cette étape, les lames sont lavées 3 fois
dans de I'eau distillée 2 mn chacun puis déshydratées dans une série de bains d’éthanol a concentration

croissante (70%, 80%, 95%, 100%) 2 mn chacun, puis séchées a Dair.
Dénaturation et hybridation :

Dans le centre de chaque lame, 15 pl de sonde est ajoutée et ensuite recouverte d’une lamelle. La
sonde est dénaturée en incubant les lames 2 une température entre 94 et 95°C pendant 5 mn. Les lames

sont laissées dans une chambre d’humidification réglée a 37 °C pendant plus de 10 heures.
Lavage :

Apres hybridation, les lames sont rincées brievement dans une solution de SSC a température
ambiante, ensuite submergées pendant 5 mn dans le SSC 4 75°C et enfin lavées dans de ’eau distillée (3

fois, 2 mn).
Procédure d’immunodétection :

Les lames sont submergées dans du H:O:a 3% pendant 10 mn, puis lavées dans des bains de
PBS/Tween 20 (0,025%) 3 fois pendant 2 mn. 2 a 3 gouttes de I'anticorps anti-digoxygénine de souris

ont été ajoutées a chaque lame. Apres un deuxiéme lavage des lames dans du PBS/Tween 20 (0,025%),
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2 a 3 gouttes de I'anticorps HRP anti-souris polymérisé sont ajoutées. Les lames sont lavées une 3™
fois dans du PBS/Tween 20 (0,025%) avant de les incubées dans la solution de substrat-chromogene

DAB (2 a 3 gouttes) pendant 30 mn. Enfin un dernier lavage sous I’eau de robinet est effectué.
Coloration de contraste :

Les lames sont contre-colorées a ’hématoxyline de Mayer pendant 6 secondes a 60 secondes,
ensuite lavées sous I'eau du robinet. Aprés une déshydratation dans une série de bains d’éthanol a
concentration croissante (70%, 85%, 95%, 100%) pendant 2 mn dans chaque bain d’éthanol, les lames
sont submergées dans 2 bains de xylene pendant 2 mn chacun. Enfin, les lames sont recouvertes d’une

lamelle couvre-objet en utilisant la solution de fixation Histomount™ (Dako).
1.4.2 Evaluation des signaux

Les points (signaux) doivent ¢tre petits mais aisément discernables a I'aide d’un objectif x40 d’un

microscope a fond clair. Les points apparaissent sous différentes formes : (MRHALOVA ez a/., 2002).

e Point unique : possédant un pourtour arrondi qui représente une seule copie du gene.

e Un doublet : résultant de la division des chromosomes, les points apparaissent comme des
paires et ne constituent pas de vrais petits agrégats. Si les deux points sont situés a une
distance inférieure au diametre d’un signal (point), ils doivent étre comptabilisés comme
point unique.

e Un petit agrégat : c’est un groupe de signaux de forme irrégulicre avec un diametre de 32 5

fois plus grand que celui d’un point unique.

e Un agrégat important : est considéré comme un groupe de signaux de forme irréguliere

avec un diameétre 5 fois plus grand que celui d’un point unique.
1.4.3 Evaluation de I'état du géne CCNDI1
Les cellules apparaissent sous différentes formes selon I’état du gene : (MRHALOVA e¢f al., 2002).

Cellules normales (diploides) : Normalement les cellules diploides ont deux genes CCND1. Des

copies supplémentaires (3 a 5 copies) peuvent étre observées, a cause d’une polysomie du chromosome.

Cellules aneuploides : Les cellules aneuploides présentent soit plus soit moins de deux signaux de

CCND1.

Cellules amplifiées : Les cellules ayant un gene CCND1 amplifié peuvent avoir plus de 6 copies du

gene. Des niveaux intermédiaires d’amplification, soit entre 3 et 5 copies de CCND1, peuvent provenir
d’une polyploidisation cellulaire plutét que d’une amplification ciblée de CCND1. La présence d’un ou

de plusieurs amplicons est clairement I'indication d’une amplification du géne (Tableau III).
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Tableau I11 : Evaluation de Iétat du géne CCND1 par la méthode CISH (MRHALOVA ez al., 2002).

Degrés

¢ . Conséquences
d’amplification 4

1 a5 copies du gene CCND1 présentes par noyau dans 50% des cellules cancéreuses, dues a

Aucune :
une polysomie du chromosome.
Faible 6 a 10 copies du géne CCND1 présentes par noyau, dans 50% des cellules cancéreuses, ou
présence d’un petit agrégat
Forte Plus de 10 copies du gene CCND1 présentes par noyau dans 50% des cellules cancéreuses, ou

présence d’un agrégat important.

1.5 Analyse statistique

L'analyse statistique a été réalisée a l'aide du logiciel IBM SPSS Advanced Statistics 20.0. Le
coefficient de corrélation de Pearson (r) a été utilisé pour évaluer la corrélation entre CycD1 et les

autres parametres. La valeur P<0,05 a été considérée comme seuil de signification.
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| RESULTATS Résultats descriptifs

Dans cette étude, 138 tumeurs présentant des CCI mammaires ont été traitées pour démontrer
d’une part, I'association entre CycD1 et les parameétres clinicopathologiques, (la taille de la tumeur, le
grade SBR et l'invasion lymphatique) et les parameétres biologiques (les récepteurs hormonaux RE et
RP, le marqueur de prolifération Ki-67 et la p53). D’une autre part, nous avons évalué I'amplification
du gene CCND1 par hybridation chromogénique 7z sitn (CISH) et démontré son association avec les

différents parameétres clinicopathologiques, les parametres biologiques et sa protéine CycD1.
I. Résultats descriptifs

Les données clinicopathologiques présentées sur le (Tableau IV) montrent que les 138 patientes
recrutées dans cette étude étaient agées de 30 a 88 ans dont 39,2% ont été agées de moins de 50 ans.
Seulement 8% des tumeurs sont de taille T1 (< de 2 cm), 73,2% sont classées T2 (2-5 cm) et 18,8%
dépassent la taille de 5 cm sur le plus grand axe et classées en T3 et T4. Les résultats relatifs au grade
SBR montrent que la majorité des patientes (63,1%) sont de grade II suivi du grade III (35,5%). Le
grade I termine le podium avec seulement (1,4%) cas. 60,9% des patientes présentent une invasion
lymphatique. Le marquage des RE montre que 79,7% des tumeurs sont RE+. 68,8% des tumeurs
présentaient une positivité des RP. Quant au marquage du Ki-67 et de p53, les tumeurs expriment une
positivité estimée a 66,7% et 58,7% respectivement. La surexpression de CycD1 est observée chez 78

(56,5%) patientes. Mais le gene CCND1 est amplifié dans seulement 17 (12,3%) cas.

Tableau IV: Caractéristiques clinicopathologiques des patientes recrutées.

Caractéristiques Nombre (%) de patientes
<
Age des patientes (ans) >28 gi Egg’g
T1<2 11 (8)
Taille de la tumeur (cm) 25T2<5 101 (73,2)
T3 et T4 =5 26 (18.9)
I 2 (1,4)
Grade SBR i 87 (63,1)
1 49 (35,5)
. . Négative 54 (39,1
Invasion lymphatique Pogsgitive ) E 0 9§
Négatif 28 (20,3)
Statut des RE Positif 110 (79,7)
Négatif 43 (31,2)
Statut des RP Positif 95 (68,8)
Statut du marqueur Ki-67 E(e)%?ttilff gg Egz’%
Négatif 56 (40,6)
Statut de la p33 Positif 82 (59,4)
Négatif 60 (43,5
Statut de CycD1 Po%iti f 73 ES 5 5;
. Non Amplifié (<5 signaux) 121 (87,7)
Statut du gene CCND1 Amplifié (>5 signaux) 17 (12,3)
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Il.  Résultats qualitatifs

1.1 Expression des marqueurs détectés par immunohistochimie

Toutes les lames histologiques des 138 patientes incluses dans cett entaient un CCI du
sein. La visualisation du marquage a montré des noyaux colorés présen

CycD1 (Figure 15), des RE (Figure 16), des RP (Figure 17), du Ki-67 (Figure 18) et de p53 (Figure 19).

xpression nucléaire de

Figure 15 : Marquage nucléaire de

"

associé a la coloration a ’hématoxyline de Mayer (Gx40)
(patiente 2).

Figure 16 : Marquage nucléaire des RE associé a la coloration a I’hématoxyline de Mayer (Gx40)
(patiente 50).
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Figure 17 : Marquage nucléaire des RP associé a la coloration a I’hématoxyline de Mayer (Gx40)
(patiente 9).

Figure 18 : Marquage nucléaire du Ki-67 associé a la coloration a I’hématoxyline de Mayer (Gx40)
(patiente 80).

Figure 19 : Marquage nucléaire de p53 associé¢ a la coloration a ’hématoxyline de Mayer (Gx40)
(patiente 90).
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1.2 Amplification du gene CCNDI1 détectée par CISH

Sur les 138 prélevements, 17 (12,3%) tumeurs seulement présentent une amplification du gene

CCND1 avec plus de 5 copies du gene exprimées (Figure 20).

Figure 20 : Amplification du gene CCND1 détectée par hybridation chromogénique 77 situ associée a la
coloration a ’hématoxyline de Mayer (Gx40) (patiente 19). Les fleches montrent les sites nucléaires des
cellules exprimant le gene CCNDI.

lll. Résultats quantitatifs

I11.1 Expression des marqueurs

A partir des données imbriquées en fonction des RE, les parametres biologiques mesurés sont
dépendants de chaque contexte. Dans la fraction des RE+, une logique est plus ou moins respectée
avec une corrélation significative (P=0,043). Tous les parameétres ont tendance a étre majoritaires (RP+
: 81,8% ;5 Ki-67 : 68,9% ; p53 : 59,7% ; CycD1 : 67,6%) sauf pour le gene CCND1 ou l'effet contraire
est observé avec 28% de cas. Cette logique relative au profile des parameétres biologiques n'est pas
respectée dans le groupe des patientes RE- ou seuls, RP et CycD1 non exprimés sont majoritaires avec
des fréquences respectives estimées a 82,1% et 60% et aucune amplification du gene CCND1 n'est

détectée (Figure 21).

La quantification immunohistochimique a révélé des fluctuations d’expressions des marqueurs
selon le score attribué 2 a lmtenslte du mgna,} observe sur les lames Les re$tﬂ:ca,£s présentés sur le Tableau

V montrent que presque la moitié des tumeurs (43 5%) ont une mtenmte-l'@gén}irquage négative/faible
T

Rapport- gratuit.com N
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pour CycD1, alors que seulement 37 tumeurs (26,8%) sont fortement marquées. Le marquage des RE
montre une faible expression pour 28 tumeurs (20,3%). Une expression modérée est observée dans 39
tumeurs (28,3%), alors que la moitié des tumeurs (51,4%) sont fortement marquées. Une expression
négative/faible des RP est observée dans 43 tumeurs (31,2%), 41 tumeurs (29,7%) ont une expression
modérée et 54 (39,1%) tumeurs 'expriment fortement. Le marquage du Ki-67 montre que le tiers des
tumeurs (33,3%) sont faiblement marquées, 68 tumeurs soit 49,3% ont une intensité de marquage
modérée et seulement 24 tumeurs (17,4%) présentent une intensité de marquage forte. Et enfin, 56
tumeurs (40,6%) expriment un faible marquage de p53. Presque le méme nombre de cellules tumorales
(42%) ont un marquage modéré et uniquement 24 tumeurs (17,4%) présentent une forte intensité de

marquage.

54



| RESULTATS

Résultats quantitatifs

[ Rre ] RP I KI-67 | P53 | cD1 | CCND1 ]
7 (+)*
25 (+) 28.0%  5.1%
67.6% 18.1% 18 ()
37 (+) 72.0% 13.0%
59.7% 26.8%
12 (-) 12 ()
32.4%  8.7%| 100.0%  8.7%
62 (+)
68.9% 44.9% 4 (+)
15 (+) 26.7%  2.9%
60.0% 10.9% 11 ()
25 () 733%  8.0%
403% 18.1%
10 (+) 10 (-)
40.0%  7.2%| 100.0%  7.2%
90 (+)
81.8% 65.2% 1(+)
10 (+) 10.0% 7%
55.6%  7.2% 9 ()
18 (+) 90.0% _ 6.5%
64.3% 13.0%
8 () 8 ()
44.4%  5.8%| 100.0%  5.8%
6 (+) 6 (-)
10 () 60.0%  4.3%| 100.0%  4.3%
35.7%  7.2% 4 () 4 ()
40.0%  2.9%| 100.0%  2.9%
5 (+) 5(-)
110 (+) 9 (+) 55.6%  3.6%| 100.0%  3.6%
79.7% 60.0%  6.5% 4 () 4 ()
44.4%  2.9%| 100.0% _ 2.9%
15 (+) 2 (+)
75.0% 10.9% 4 (+) 50.0%  1.4%
66.7% _ 2.9% 2 (-)
6 (-) 50.0%  1.4%
40.0% _ 4.3%
5 2 () 2 (-)
™ 33.3%  1.4%| 100.0%  1.4%
5
3 _|_zo B) 10 10)
5 18.2% 14.5% 2 (+) 50.0%  .7%| 100.0%  .7%
L 40.0%  1.4% 1(-) 1()
_| 5(9) 50.0%  .7%| 100.0% _ .7%
25.0%  3.6%
3 () 3 () 3 ()
60.0%  2.2%| 100.0%  2.2%| 100.0%  2.2%
1(+) 1(-)
2 (+) ] 2 (+) 50.0% .7%| 100.0% 7%
40.0%  1.4%| 100.0%  1.4% 1(-) 1(9)
50.0%  .7%| 100.0% _ .7%
5 (+)
17.9%  3.6%
1(+) 1(+) 1(+)
3(7) 333%  .7%| 100.0%  .7%| 100.0% 7%
60.0%  2.2% 2 () 2 () 2 (-)
66.7%  1.4%| 100.0%  1.4%| 100.0%  1.4%
1(+)
5 (+) 20.0% 7%
62.5%  3.6% 4 ()
8 (+) 80.0%  2.9%
61.5%  5.8%
3 () 3 ()
37.5%  2.2%| 100.0%  2.2%
28(-) 2 (+) 2 ()
20.3% 40.0%  1.4%| 100.0%  1.4%
3 () 3 ()
60.0%  2.2%| 100.0%  2.2%
23 ()
82.1% 16.7% 1(+) 1(+)
S (+) 20.0%  .7%| 100.0% 7%
50.0%  3.6% 4 () 4()
80.0%  2.9%| 100.0%  2.9%
10 ()
43.5%  7.2%
2 (+) 2 (+)
5(9) 40.0%  1.4%| 100.0%  1.4%
50.0%  3.6% 3() 3 ()
60.0%  2.2%| 100.0%  2.2%

Figure 21 : Profil des marqueurs selon 'expression des RE.
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Tableau V: Expression de CycD1, des RE, des RP, du Ki-67, et de la p53 selon l'intensité de marquage.

Intensité de Nombre et fréquence d’expression (%0)
marquage CycD1 RE RP Ki-67 p53
Négatif/Faible 60 (43,5) 28 (20,3 43 (31,2 46 (33,3 56 (40,6
score 0-2 (43, (20,3) (31.2) (33,3) (40,0)
Modérée :
score 3-5 41.(29,7) 39 (28,3) 41(29,7) 68 (49,3) 58 (42)
Fort :
score 6-8 37(26.8) 71 (51.4) 54 (39,1) 24 (17,4) 24 (17,4)

111.2 Amplification du gene CCNDI

La CISH a révélé que beaucoup de tumeurs (87,7%) ne présente pas une amplification du gene

CCND1, et seulement 17 (12,3%) cas ont une amplification du gene avec plus de 5 copies exprimées.
IV. Relation CycD 1-paramétres clinicopathologiques

Les résultats des caractéristiques clinicopathologiques des tumeurs en relation avec 'expression de

CycD1 sont montrés dans le Tableau VL

En relation avec 'age des patientes, CycD1 est surexprimée (score modéré + score fort) dans 78
(56,5%) cas répartis inégalement sur les deux tranches d’age. Chez les patientes agées de moins de 50
ans, CycD1 est surexprimée dans 25 (18,1%) cas répartis selon les scores 15 (10,9%) des cas présentent
un score modéré, alors qu’un score fort est observé dans 10 (7,2%) cas. Chez les patientes agées de plus
de 50 ans, CycD1 est surexprimée dans 53 (38,4%) cas dont 27 (19,6%) cas avec un haut degré

d’expression.

Les résultats ont également montré que les tumeurs de grade SBR I n’expriment CycD1 que dans
2 (1,4%) cas avec un score faible. Les tumeurs de grade II et III expriment CycD1 avec prédominance
pour le grade II avec 51 (37%) cas dont 23 (16,7%) tumeurs présentent, CycD1 est fortement exprimée
dans les 28 (20,3%) cas restants. les 27 (19,6%) tumeurs de grade III exprimant CycD1 sont réparties en
18 (13,1%) cas avec une expression modérée et 9 (6,5%) cas avec une forte expression mais sans
corrélation significative (r=-0,05 ; P=0,518). Les résultats relatifs a 'invasion lymphatique montrent que
les tumeurs exprimant faiblement ou négativement CycD1 sont de 'ordre de 36 (26,1%) cas versus 27
(19,6%) cas et 21 (15,2%) cas exprimant respectivement CycD1 modérément et fortement. Ce résultats

montre une corrélation négative mais statistiquement non significative (r=-0,01 ; P=0,833).

Relativement a la taille de la tumeur, les résultats montrent que 55 (39,8%) des tumeurs qui
surexpriment CycD1 ont une taille comprise entre 2 et 5 cm et 26 (18,8%) cas tous scores associés ont
une taille supérieure a 5 cm. Les résultats relatifs aux RE montrent que 31 (22,5%) cas expriment

CycD1 modérément et 35 (25,4%) cas Pexpriment fortement. I’analyse statistique montre une bonne
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corrélation entre les deux parametres (r=0,52 ; P<0,001). Le méme profil est retrouvé quant a la

relation entre Pexpression des RP et celle de CycD1 (r=0,26 ; P=0,002). Les RP sont surexprimés chez

58 (42%) cas répartis équitablement entre les 2 score modéré et fort avec une fréquence de 21%

chacun. Les résultats montrent également que CycD1 est surexprimée dans les tumeurs RE- et RP-

mais avec des fréquences faibles de 'ordre de 8,6% et 17,5% pour RE et RP respectivement.

I’évaluation de I'expression du marqueur de prolifération Ki-67 montre que 28 (20,3%) patientes

présentent une surexpression modérée de CycD1. Une forte surexpression est observée chez 29 (21%)

cas. Ce résultat témoigne d’une bonne corrélation entre le Ki-67 et CycD1 (r=0,19 ; P=0,022). Les

résultats relatifs a 'expression de p53 montrent que 48 (34,7%) tumeurs réparties en 28 (20,3%) et 20

(14,5%) cas pour les scores modéré et fort respectivement, surexpriment également CycD1 mais sans

corrélation significative (r=-0,004 ; P=0,962).

Tableau VI : Statut de CycD1 en relation avec les parametres clinicopathologiques.

Tumeurs exprimant CycD1 (%)

Parametres Score faible/négatif | Score modéré | Score fort r(®)
<50 29 21) 15109 | 10(7.2)
Age (ans) >50 31 (22,5) 26 (188) | 27 (19,6) | 16 (0:060)
I 2 (1,4) 0 0
Grade SBR il 36 (26,1) 23 (167) | 28 (203) | -0,05 (0,518)
il 22 (15.9) 18 (13,1) 9 (6,5)
. . Négatifs 24 (17,4) 14(10,1) | 16 (11,6)
Invasion lymphatique Positifs 36 (26.1) 27 (19.6) 21 (152) -0,01 (0,833)
<2 5 (3.,6) 5 (3.,6) 1(0,7)
Taille de la tumeur (cm) | 2-5 46 (33,3) 28(20,3) | 27 (19,6) | 0,11 (0,186)
>5 9 (6,5) 8 (5.9) 9 (6,5)
Négatif 16 (11,6) 10 (7,2) 2 (14)
Statut des RE Positif 44 (31,9) 31225 | 35 (254) | 22 (50,000
Négatif 23 (16,7) 12 8,7) 8 (5.9)
Statut des RP Positif 37 (26,8) 29 (21) 20 21y | 9200002
. Négatif 25 (18,1) 13 (9,4) 8 (5.9)
Statut du Ki-67 Positif 35 (25,4) 28203 | 201 | 220022
Négatif 27 (19,0) 1304 | 17(123)
Statut de la p53 Positif 33 (23,9) 28 203) | 20 (14,5) | V04 (0962)

V. Relation géne CCND 1-parametres clinicopathologiques

Pour rappel, 'amplification du géene CCNDI1 est retrouvée chez seulement 17 (12,3%) patientes.

Le taux d’expression des parametres clinicopathologiques est calculé, une fois par rapport au nombre

total de patientes et une autre fois par rapport au nombre de cas présentant une amplification du gene.
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Les résultats présentés dans le Tableau VII montrent que 8 (5,8%) des patientes surexprimant
CycD1 sont agées de moins de 50 ans et 9 (6,5%) sont agées de plus de 50 ans mais sans corrélation
significative. (r=-0,11 ; P=0,202). En relation avec le grade SBR, la majorité des tumeurs 13 (76,5%)
tumeurs exprimant une amplification du CCND1 sont de grade II. Aucune amplification n’est observée
par contre, dans les tumeurs de grade 1. Les résultats relatifs a la positivité des ganglions lymphatiques
ont révélé que 7 (41,2%) tumeurs exprimant CycD1 sont négatives contre 10 (58,8%) tumeurs avec des

ganglions positifs. Sans aucune corrélation significative observée (r=-0,01 ; 0,855).

Aucune amplification du géene CCND1 n’a été trouvée dans les tumeurs de taille <2 cm. La
majorité des cas (82,3%) qui présentent une amplification du gene CCND1 ont une taille de 2-5 cm et
seulement 3 (17,7%) patientes ont des tumeurs dépassant 5 cm. Mais sans causalité observée (+=0,05 ;

P=0,559).

Les résultats ont également montré que 14 (82,3%) tumeurs dont le gene CCND1 est amplifié,
expriment les RE avec une corrélation significative (r=0,28 ; P=0,003). De méme pour les RP, 13
(76,5%) tumeurs qui présentent une amplification du gene CCND1 surexpriment également les RP
avec une corrélation significative (r=0,22 ; P=0,030). Pour le marqueur de prolifération Ki-67, 14
(82,3%) tumeurs avec amplification du gene CCNDI1, le surexpriment mais sans corrélation
statistiquement significative (r=0,15 ; P=0,080). Concernant la p53, 11 (64,7%) tumeurs qui présentent
une amplification du géne CCND1, sont aussi positives pour p53 mais sans montrer de corrélation

notable entre les deux parametres (r=0,05 ; P=0,492).
VI. Relation CycD1-géne CCNDI1

Les résultats de la corrélation entre expression de CycD1 et 'amplification de son gene CCND1
sont montrés dans le. Seulement 17 tumeurs (12,3%) révelent une amplification du gene CCNDI1.
Toutes les tumeurs avec une surexpression modéré ou forte de CycD1 montrent une amplification du
gene CCNDI1. Et toutes les tumeurs exprimant négativement ou faiblement CycD1 ne présentent
aucune amplification du gene (Tableau VIII). Parmi les 17 patientes dont la tumeur montre une
amplification du gene CCND1, 13 (76,5%) tumeurs surexpriment fortement CycD1 et 4 (23,5%)
tumeurs lexpriment modérément. Selon ce résultat 'amplification du gene CCNDI1 entraine

significativement une surexpression de CycD1 (r=0,42 ; p<0,001).
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Tableau VII : Activité du gene CCND1 en fonction des parameétres clinicopathologiques.

CCND1 amplifié
\ CCNDI1 non N/X
Paramétres amplifié N | N@)/total | amplifié £ (®)
%)
<50 46 (33,3%) 8 58 47
Age (ans) >50 75 (54,4%) 9 6,5 53 0,11 (0,202)
i 2 (1A%) 0 0 0
Grade SBR 10 74 (53,6%) 13 9.4 765 | -0,07 (0,361)
il 45 (32,6%) 4 2,9 235
Invasion Négative 47 (34,1%) 7 5,1 41,2
lymphatique Positive 74 (53,6%) 10 7,2 58,8 0.01(0859)
. <2 11 (8%) 0 0 0
tgﬁiﬁ‘ig 25 87 (63%) 14 10,1 823 | 0,05 (0,559)
>5 23 (16,7%) 3 22 17,7
Négatif 25 (18,1%) 3 22 17,7
Statut des RE Positif 96 (69,6%) 14 10,1 23 | 280009
Négatif 39 (28,3%) 4 2,9 235
Statut des RP Positif 82 (59,5%) 13 0.4 765 | 2220050
. Négatif 43 (31,2%) 3 22 17,7
Statut du Ki-67 =5 i 78 (56,5%) 14 101 82,3 0,15 (0,080)
Négatif 50 (36,2%) 6 43 353
Statutde la p33 5 (i 71 (51,5%) 11 8 64,7 0,05 (0,492)

Tableau VIII : Relation entre Pexpression de CycD1 et 'amplification du gene CCND1.

Statut du gene CCND1 r (P)
. 25 signaux (amplifié
Expression de CycD1 | _ 5 signaux (non amplifid O 8 ( NI;X a)m T
N | N(%)/total o) 0.42
Négative/faible 60 (43,5%) 0 0 0 (<0,001)
Modérée 37 (26,8%) 4 2,9 235
Forte 24 (17,4%) 13 19,4 76,5
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DISCUSSION

Dans cette étude réalisée sur des carcinomes canalaires infiltrants du sein, nous avons d’abord
quantifié par la méthode ’ALRED, Pexpression de CycD1. Dans un deuxiéme temps, nous avons
traité le profil de 'expression de CycD1 par rapport au statut d’autres parametres biologiques : les RE,
les RP, le marqueur de prolifération Ki-67 et la p53. La technique d’'immunohistochimie a été utilisée
pour révéler la relation entre 'expression de CycD1 et d’autres parametres clinicopathologiques : I'age
des patientes, le grade SBR, la taille de la tumeur et le statut des ganglions lymphatiques. D’une autre
part, nous avons examiné le nombre de copies du gene CCND1 par hybridation chromogénique 77 situ
(CISH) pour rechercher son amplification et la corréler avec la surexpression de sa protéine CycD1 et

les autres parametres biologiques et clinicopathologiques cités ci-dessus.

La CycD1, nécessaire au développement normal du sein, est I'un des régulateurs du cycle cellulaire
les plus fréquemment altérés (MASSAGUE ez al, 2004). Elle est connue pour réguler 'expression des
genes dans des cellules en culture par le biais de plusieurs mécanismes différents (PESTELL ez 4/,
1999), soit indirectement par la phosphorylation de pRb et l'induction de l'expression génique
dépendante de E2F (LEE ez a/., 2000), soit directement par liaison aux genes cibles (WANG ez a/., 2005
; FU et al., 2005). La dérégulation de expression de CycD1 provoque I'aberration de la prolifération
épithéliale mammaire conduisant au cancer du sein (ALLE ef al, 1998 ; BUTT ez al., 2005). Cependant,
le mécanisme exact par lequel CycD1 exerce son effet néoplasique reste a définir clairement. En outre,
il existe des données limitées et contradictoires sur la signification clinique de CycD1 dans les

carcinomes invasifs du sein (SANTANU ez a/., 2015).

Dans notre étude, la surexpression de CycD1 est retrouvée dans 78 (56,5%) tumeurs dont 37
(26,8%) tumeurs sont fortement marquées. Cette surexpression de CycD1 a été mentionnée dans
plusieurs études (ELSHEIKH e¢f @/, 2008 ; SANTANU ez al., 2015 ; LI et al., 2016 ; AHLIN et al., 2017)
avec des fréquences estimées entre 43,6% et 70,9%. Des études antérieurs one montré que la
surexpression de CycD1 est un biomarqueur prédictif potentiel a la résistance au traitement par le
tamoxifene ‘chez les patientes atteintes d'un cancer du sein, et qu’elle est associés a un mauvais

pronostic dans le cancer du sein RE+ (AALTONEN e7 4/, 2009 ; KEILTY ef al., 2013).

La voie de signalisation des RE joue un role essentiel dans le développement et la progression du
cancer sein. L'expression des RE est associée a la croissance des tumeurs du sein et son absence indique
souvent des phénotypes plus agressifs (FERGUSON e a/., 2013). Au cours de ces dernieres années, il a
été prouvé que de plus en plus des protéines sont associées a la voie de signalisation des RE, parmi
lesquelles, CycD1 (HUANG e7 al., 2016). Dans la présente étude, les résultats montrent qu’il existe une
tres bonne corrélation entre 'expression de CycD1 et celle des RE (P<0,001). Ce résultat est en parfait
accord avec ceux d’autres études précédentes qui ont également trouvé une tres bonne corrélation entre

les deux parametres (SHOKER e a/, 2001 ; REIS-FILHO ez a/, 2006 ; ELSHEIKH ez a/, 2008 ;
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SANTANU ez al., 2015 ; HUANG et al., 2016). Cette association peut étre expliquée par la régulation
positive des RE par CycD1 dans les lignées cellulaires du cancer du sein ou il a été démontré que
CycD1 se joint directement et active les REa indépendamment de la CDK et de la pRb
(SUTHERLAND e¢# al., 1995 ; ZWIJSEN et al., 1997 ; NEUMAN e al., 1997). Cette découverte, qui
suggere que la surexpression de CycD1 peut activer les RE indépendamment, a le potentiel d'ajouter
une dimension cruciale a la compréhension de la carcinogeneése mammaire. Ces résultats soutiennent
également le concept que I'expression élevée des RE peut coopérer a la maintenance de niveaux élevés
d'expression de CycD1 (CICATIELLO et al., 2004 ; AALTONEN ez al., 2009 ; LIYING e al., 2015).
YANG et ses collaborateurs (2006) ont remarqué que malgré la phosphorylation de pRb par CycD1
dépendante de CDK4, l'activité de la CDK4 n'est pas augmentée dans le cancer du sein, ce qui conduit
a rechercher des geénes associés a CycD1 dans les cas de l'invasion tumorale. Ces auteurs ont identifié
des genes régulés a la fois par CycD1 et par les RE contribuant a la cancérogenese du sein, il s’agit de
Iimmediate Early response gene (IEX-1), Tumor necrosis factor (TNF)-Associated Factor—Interacting
Protein (TRAF-IP) et Estradiol-inducible Small Stress Protein 1 (E2-SSP1). L’induction des RE par
CycD1 indépendamment du ligand d'cestrogenes et de CDK4 dépend des interactions protéiques
directes entre CycD1 et le coactivateur-1 des RE (MCMAHON e¢7 al., 1999) L'expression de CycD1
renforce la liaison du coactivateur-1 des RE aux promoteurs IEX-1, TRAF-IP et E2-SSP1 en
augmentant leur expression (YANG ez al., 20006). Les mémes auteurs suggerent que l'interaction CycD1-
coactivateur-1 des RE est une fonction significative de CycD1 dans le cancer du sein invasif et
soulignent I'importance d’identification de tous les génes régulés par les RE pour prouver leur potentiel
en tant que cibles thérapeutiques dont la manipulation pourrait inhiber les effets combinés de CycD1 et
des RE dans les cancers du sein (YANG ez 4/, 2010). HWANG et ses collaborateurs (2003) rapportent
que la surexpression de CycD1 est associée a un phénotype moins agressif dans les cancers du sein
RE+. Alors que ’hormonothérapie représente un traitement majeur pour les patientes atteintes d'un
cancer du sein RE+, jusqu'a 40% des patientes sont résistantes a ce traitement. Ce mécanisme de
résistance reste un probleme majeur (LI ez 4/, 2016). SELLI et ses collaborateurs (2016), face a ce
probleme de résistance, rapporterent que les futurs outils de prédiction de la réponse a
I’hormonothérapie nécessiteront l'intégration d'un large éventail d'informations moléculaires,
notamment l'expression des genes et les mutations acquises qui peuvent affecter la réponse aux
traitements. Ces auteurs et 'équipe de recherche de THIERRY et TANOS (2018), suggerent d'utiliser
une approche combinée incluant le profilage de I'expression génique dans les biopsies du sein dans le
contexte néoadjuvant et le profilage de 'expression génique de la biopsie liquide pour aboutir a un
traitement efficace correspondant a chaque patiente et pour surveiller son efficacité individuellement.
JONHSON et ses collaborateurs (2016) ont observé que la combinaison d’inhibition de la signalisation

des RE et de CDK4/6 comme traitement est évidente, car le géne codant pour CycD1 qui active le
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CDK4/6, est sensible a I'cestrogéne. Les mémes auteurs ont indiqué que l'utilisation précoce de cette
inhibition dans le traitement du cancer du sein peut réduire non seulement la prolifération, mais
également la dissémination puisque le facteur E2F contribue dans des phases ultérieures de la
propagation métastatique du cancer du sein. Nos résultats montrent également que CycD1 est
surexprimée dans les tumeurs RE- mais avec des fréquences tres faibles. Ce résultat est conforme avec
celut AHLIN et ses collaborateurs (2017) qui ont observé une faible expression de CycD1 dans les
cas de cancer RE-. Ces auteurs ont remarqué que la forte expression de CycD1 augmente la mortalité
dans les cas de cancer RE+, alors qu’aucun effet significatif n’est observé dans les cas de cancer RE-.

Cela confirme que I'impact pronostique de I'expression de CycD1 dépend en effet du statut des RE.

Comme pour les RE, les RP sont des médiateurs importants du développement du cancer du sein.

IIs sont souvent co-exprimés avec CycD1 dans des cellules tumorales du sein ou ils cooperent pour
induire des programmes prolifératifs au cours de la progression du cancer du sein (DRESSING ef 4/,
2014). Nos résultats montrent qu’il existe une bonne corrélation entre 'expression de CycD1 et les RP
(P=0,002). Ceci est en concordance avec les résultats de beaucoup de travaux (AALTONEN ez a/., 2009
; RAVIKUMAR et ANANTHAMURTHY, 2014 ; SANTANU e¢# af., 2015 ; AHLIN ez al., 2017).
YANG et ses collaborateurs (2010) rapporterent que CycD1 et les cestrogenes régulent 'expression des
RP. Ce mécanisme qui couple les effets de I'cestrogene et de la progestérone dans les tissus mammaires,
explique le lien étroit qui existe entre Pexpression de CycD1 et le statut des récepteurs hormonaux dans
le cancer du sein. La combinaison de l'expression des RE et de CycD1 augmente 'expression et la
fonction des RP, et augmente aussi 'expression des genes cibles des RP. Etant donné que Iexpression
des RP est importante, I'exploration des fonctionnalités de son promoteur est primordiale pour
comprendre sa régulation du développement et de la cancérisation du sein. La réponse des RP a CycD1
est indépendante de la présence de CDK4/CDKG6 en absence d'cestrogene, bien que sa réponse
dépende de la présence de CDK4/CDKG6 et d'estrogéne. La combinaison cestrogene-CycD1 stimule
simultanément la fonction des RP, expliquant potentiellement leurs effets combinés 7z vivo sur le
développement mammaire. Il est important de noter que I'élément de liaison aux RE qui est nécessaire
pour la réponse aux cestrogenes, est a la fois nécessaire pour l'activation du promoteur des RP. Par
ailleurs, aucune confirmation n’existe concernant la capacité de CycD1 d’activer I’élément de liaison aux
RE indépendamment, ce qui démontre que d’autres éléments dans le promoteur des RP sont
nécessaires pour sa réactivité a CycD1 (YANG ef a/., 2010). Ainsi, 'expression simultanée des RP et de
CycD1 confeére aux cellules cancéreuses du sein un avantage prolifératif qui perdure probablement du
fait de redondances des mécanismes qui convergent et cooperent pour induire le cycle cellulaire
(DRESSING ¢ al, 2014). De ce fait, l'inhibition . du complexe RP-CycD1 a l'aide de lutilisation
d’antiprogestérones peut constituer une nouvelle approche pour arréter la résistance aux traitements du
cancer du sein CycD1+ (STENDAHL ez al., 2004 ; MUSGROVE ¢z al,, 2011).: De nombreuses études
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ont démontré la capacit¢é de CycD1 a agir en tant que facteur de transcription (DIEHL et
COQUERET, 2002 ; BIENVENU et al, 2010 ; CASIMIRO ef al., 2012). Puisque CycD1 est régulée
positivement dans la plupart des tumeurs du sein, il ne s'agit probablement pas seulement de moduler le
mécanisme de la progression du cycle cellulaire, mais également de procéder directement, par le
recrutement de cofacteurs transcriptionnels, a l'activation et a Pexpression des RP, des RE et des
récepteurs thyroidiens (LAMB ez al, 2000 ; LIN ez al, 2002 ; PETRE-DRAVIAM e¢7 al., 2005 ;
BOSTROM et al., 2009). Des complexes contenant CycD1 et les RP peuvent réguler positivement le
gene HSPBS (Heat Shock Protein B8) qui est un gene cible des RP et dont l'expression est induite par
les cestrogenes dans les cellules tumorales mammaires RE+ (YANG ez a/., 20006). I’association du
complexe RP-CycD1 avec des éléments en amont du promoteur du gene HSPB8 peut contribuer a
l'augmentation de son expression et constitue un mécanisme potentiel pour échapper aux controles

hormonaux pendant la progression du cancer du sein (DRESSING ez 4/, 2014).

Les traitements hormonaux de substitution associant I'eestrogene et la progestérone démontrent
clairement que ces hormones peuvent ensemble favoriser la cancérogenéese du sein (CHLEBOWSKI ez
al., 2009). Nous montrons dans notre étude une association étroite entre CycD1 et le statut des RE et
RP dans le cancer du sein. Cette association peut résulter de la combinaison du contréle de CycD1 par
les hormones ovariennes et d’une régulation en amont de I'expression des RP par CycD1 et les
cestrogenes. Ce mécanisme poutrrait augmenter sélectivement l'expression de CycD1 dans les cancers du

sein a récepteurs hormonaux positifs (YANG ez al., 2010).

Parmi les parameétres biologiques avec lesquels CycD1 s’associe, nous notons le marqueur de
prolifération Ki-67. En effet, nos résultats ont montré une corrélation significative entre 'expression de
CycD1 et celle du Ki-67 (P=0,022). Ce résultat est conforme a celui d’une étude antérieure menée par
LING-LING et ses collaborateurs (2007) qui ont trouvé une corrélation significative (P=0,043). Ces
auteurs suggerent que les tumeurs surexprimant CycD1 ont un potentiel de croissance plus élevé et
favorisent plus facilement la progression du cycle cellulaire entrainant la surexpression du Ki-67. Etant
donné que le Ki-67 est présent tout au long du cycle cellulaire, et que CycD1 est une protéine clé dans
le cycle cellulaire et donc son expression est essentielle pour la régulation de la prolifération, de la
différenciation et du controle de la transcription, cela garantie un taux de croissance élevé aux cellules
cancéreuses (SHEVRA ez al., 2015). La corrélation entre CycD1 et le Ki-67 a été également confirmée
dans d’autres études avec des seuils (P) entre 0,032 et 0,0001 (REIS-FILHO ef a/., 2006 ; LUNDGREN
et al, 2012 ; LI et al, 2016). LUNDGREN et ses collaborateurs (2012) ont observé qu’avec une
corrélation positive entre le Ki-67 et CycD1, les patientes présentant une faible expression de Ki-67 et
des niveaux tres élevés d’expression de CycD1 ont un temps de récurrence long, tandis que les
patientes présentant des taux tres élevés de Ki-67 et des taux tres bas d'expression de CycD1 présentent

un temps de récurrence court. Cependant, 'analyse multivariée menée par LEHN et ses collaborateurs
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(2010) indique que le taux d’expression de CycD1 est un facteur prédictif du pronostic
indépendamment du Ki-67 ; une expression modérée ou forte de CycD1 entralne un temps de
récurrence prolongé chez les patientes atteintes d’'un cancer RE+. La relation entre CycD1, le Ki-67 et
le pronostic semble donc complexe, et ceci peut s’expliquer en partie par des fonctions supplémentaires

potentielles de CycD1 non liées au contrdle de la prolifération (LUNDGREN ez a/., 2012).

Il semblerait que la surexpression simultanée de CycD1 et du Ki-67 dans les tumeurs, est un
indicateur d’un mauvais pronostic (GUIMARAES e a/, 2015). Mais sans noter une bonne corrélation
entre ces deux parametres (P=0,9) méme dans les tissus mammaires normaux (SHOKER ez a/., 2001).
BOSTROM et ses collaborateurs (2009) infirment également nos résultats en suggérant que I’absence
de corrélation entre les deux parametres est un indicateur de bon pronostic. Cette contradiction dans
les résultats est expliquée par la variabilité des approches entre les laboratoires, qui est un facteur
majeur de discordance dans les résultats (POLLEY e7 4/, 2013). Ces auteurs recommandent de faire
preuve de prudence dans linterprétation des résultats du Ki-67, en les comparant avec différentes

études.

La mutation du gene P53 reflétée par l'expression positive de la protéine p53 est 'une des
principales causes de transformation maligne du carcinome du sein (JONES e a/., 2004). Nos résultats
montrent que 62,8% des cas qui surexpriment CycD1 présentent également des hauts scores de p53,
mais sans corrélation notable (P=0,962). Ce résultat ne fait pas 'unanimité : certaines études évoquent
la méme logique avec une fréquence estimée a 62,2% (LING-LING e al, 2007) et un seuil de
signification (P) égale a 0,720 (ELSHEIKH ez 4/, 2008). Alors que d’autres font état de conclusion
contraire en révélant une qui ont révélé bonne corrélation (P<0,0001) (REIS-FILHO ez al., 2006). Cette
corrélation positive entre CycD1 et p53 pourrait étre justifiée par le fait qu’ils jouent tous les deux un
role essentiel dans le cycle cellulaire en contrélant la progression en phase G1, et donc leur
surexpression simultanée entralne une perte de controle en accélérant la phase G1 du cycle cellulaire

(OLIMID ¢ al,, 2012).

Dans les cellules normales, la p53 est trés peu exprimée car elle se lie avec le MDM2 (Murine
Double Minute 2), ce qui provoque sa dégradation. Cette liaison est abolie au cours d’un stress cellulaire
suite a des lésions de PADN par exemple, ce qui conduit a la modification de la structure de p53 et a
I'activation de la transcription de nombreux genes, tel que le gene CDKNITA qui code pour la p21.
L’augmentation de la transcription de ce dernier par le gene P53, inhibe Tlactivité du complexe
Cycline/CDK et empéche les cellules d’entrer dans la phase S (STEELE et LANE, 2005 ;
HALLDORSDOTTIR ¢t al., 2011 ; BARGIELA-IPARRAGUIRRE ¢/ a/, 2016). Bien que le géne P53
puisse induire 'expression de p21 et inhiber la fonction du complexe CycD1/CDK dans les cellules

normales, l'expression de CycD1 dans les cellules cancéreuses ne répond pas nécessairement au
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dysfonctionnement de la protéine p53 ou a l'expression positive de p53 mutée. Une voie indépendante
de la mutation du géne P53 peut exister dans le carcinome du sein, ce qui pourrait également entrainer

une surexpression de CycD1 (STEELE et LANE, 2005).

Une équipe de scientifiques menée par RAMAN et ses collaborateurs (2000) a cherché a
déterminer les mécanismes pouvant expliquer la perte de fonction de p53 dans le cancer du sein. Ils ont
ainsi montré que le taux d'ARNm de p53 était bas dans une grande proportion de tumeurs mammaires,
ce qui indiquait un trouble de la régulation de I'expression du gene. Dans cette optique, les auteurs ont
mis en évidence plusieurs sites de fixation des protéines dérivées des génes homéotiques (HOX) sur la
séquence promotrice du geéne P53, ce qui revenait a dire que la transcription de P53 pouvait
éventuellement étre régulée par ces protéines. Cette hypothese a été vérifiée par lactivation du
promoteur du gene p53 par Pexpression de HOXAS5 dans des cellules épithéliales cancéreuses
exprimant le géne p53 sauvage, Ce qui a entrainé 'apoptose. Ce cas de figure n’a pas été observé dans
des cellules dépourvues de p53. Il semblerait que HOXAS5 déclenche indirectement l'apoptose en
stimulant la transcription de p53. De ce fait, une diminution du taux de HOXA5 pouvait expliquer la
perte d’activité de p53 dans des conditions normales (RAMAN ez @/, 2000). Toutefois, les souris
possédant le gene HOXAS muté ne développeraient pas spontanément de tumeurs mammaires,
indiquant ainsi que cette lésion génétique n’est pas suffisante pour déclencher le processus
d’oncogenese mais qu’elle pourrait conférer un état de prédisposition (BOUCHERAT e# al., 2009).
Selon nos résultats, la surexpression de CycD1 seule pourrait jouer un role important dans la

carcinogenése mammaire sans présence d’une éventuelle mutation de la p53.
g

Nos travaux n’ont pas révélé un lien significatif entre Pexpression de CycD1 et les parametres
clinicopathologiques étudiés. La CycD1 est surexprimée beaucoup plus chez les patientes agées de plus
de 50 ans avec une corrélation a la limite de signification (p=0,060). Cette expression élevée de CycD1
pourrait étre génétiquement prédéterminée (MICHALIDES ef al, 1996 ; KENNY e al, 1999 ;
SANTANU et al., 2015). Le grade histologique d’une tumeur est traditionnellement considéré comme
un facteur pronostique chez les patientes atteintes d'un cancer du sein. L’interaction entre les
marqueurs pronostiques connus avec de nouveaux marqueurs moléculaires comme CycD1 doit faire
I'objet de recherches approfondies pour prédire 'évolution des cancers du sein. 78/138 tumeurs de
grades SBR 1II et IIT ont surexprimé CycD1, mais sans corrélation significative (P=0,518). Ce résultat
est en accord avec ceux trouvé dans d’autres études qui suggerent que la surexpression de CycD1 est un
marqueur de bon pronostic, en particulier lorsque les RE sont co-exprimés (REIS-FILHO ez a/., 20006 ;
BOSTROM ¢t al., 2009 ; RAVIKUMAR et ANANTHAMURTHY, 2014). Cette association serait
notable selon les résultats obtenues dans d’autres ¢tudes (ELSHEIKH ef a/, 2008 ; AALTONEN ef al.,
2009 ; LI et al., 2016 ; AHLIN ez al., 2017) en suggérant un lien étroit entre CycD1 et I'agressivité de la

maladie (LUNDGREN ¢z a/, 2012). D’autre part, selon ROY et THOMPSON (2006), CycD1 est
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principalement surexprimée dans les cancers du sein de faible grade. I’hypothése serait la possibilité
que CycD1 soit impliquée dans la différenciation cellulaire et l'arrét de la croissance en plus de son réle
bien défini dans la progression du cycle cellulaire. Dans une étude plus ancienne menée par TUT et ses
collaborateurs (2001), il a été constaté que les tumeurs de haut grade présentant une faible expression
de CycD1 étaient tres agressives ; La CycD1 pourrait étre surexprimée a un stade tres précoce et quelle
ne s’exprime plus ou peu apres invasion. La tendance de la surexpression de CycD1 dans les tissus
mammuaires, allant de I'épithélium normal jusqu’au cancer du sein invasif, suggere son implication dans

les premiers stades de la carcinogenese mammaire (RENNSTAM ef a/., 2001).

I’état des ganglions lymphatiques reste parmi les indicateurs pronostiques en termes de récidive
mais aussi de survie totale. Malheureusement, la sensibilité de ce facteur pronostique est relative
puisque 20 a 30% des patientes qui sont dépourvues de métastases ganglionnaires rechutent (LIAPI e#
al., 2017). Nos résultats montrent que 60,7% des patientes exprimant CycD1 (tout scores confondus)
ont des ganglions métastatiques, mais sans noter toutefois de corrélation significative (P=0,833) ;
Résultat, en accord avec ceux des études antérieurs (REIS-FILHO ez 4/, 2006 ; RAVIKUMAR et
ANANTHAMURTHY, 2014 ; LI e al, 2016). Nos résultats indiquent également que la majorité
(70,5%) des tumeurs exprimant CycD1, ont une taille comprise entre 2 et 5cm, sans aucune association
significative (P=0,186). Beaucoup d’études pour ne citer que les plus récentes (RAVIKUMAR et
ANANTHAMURTHY, 2014 ; AHLIN ez al., 2017) ont montré I’absence d’une telle association, quand
d’autres affirment I'existence d’une corrélation significative entre la surexpression de CycD1 et la taille

de la tumeur (P<0,01) (LUNDGREN ¢z aZ, 2012 ; SANTANU e¢# al,, 2015).

L’étude de l'activité du gene CCND1 montre que le gene CCND1 est amplifié dans 12,3% des cas.
REIS-FILHO et ses collaborateurs (2006) ont estimé cette amplification du gene a 14,5%.
LUNDGREN et ses collaborateurs (2012) ont également trouvé une amplification du gene CCND1
dans 8,7% des cas. Les résultats de 'étude I’ELSHEIKH et ses collaborateurs (2008) révelent aussi que
le gene CCND1 est amplifié dans 9,6% des cas. Quant a I’étude de ROY et ses collaborateurs (2010),
les résultats montrent que le gene est amplifié dans 29% de cas dont 15% avec plus de 8 copies du
gene. Cette amplification du gene CCNDI1 est souvent liée a une surexpression de CycD1, ce que nous
avons tenté de prouver dans notre étude. Selon nos résultats, il existe une disparité entre 'amplification
du gene CCNDI1 et Iexpression de son produit, CycD1. L'immunohistochimie a révélé des cas de
surexpression de CycD1 sans modification mesurable du nombre de copies du gene CCND1. En effet,
seulement 12,3% des tumeurs ont une amplification du géne, alors que 56,5% surexpriment la protéine
associée. Quoique ce résultat n'est pas surprenant étant donné que cette protéine joue un role central
dans la transiion G1/S, et peut étre régulée via plusieurs voies différentes, y comptis les voies des
récepteurs RE, czyc et FGE. Malgré cette disparité, les deux paramectres sont corrélés tres

significativement (P<0,001).
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Toutes les tumeurs CCND1 amplifié surexpriment CycD1 dont 13/17 (76,5%) ont une forte
surexpression. Ce résultat est conforme avec plusieurs autres études qui révelent une tres bonne
corrélation entre I'expression de CycD1 et 'amplification du gene CCND1 (P<0.0001) (ROY et af,
2010 ; LI et al., 2016), et montrent que 96,6% de tumeurs CCND1 amplifié ont une forte expression de
CycD1 (REIS-FILHO e al, 2006). ELSHEIKH et ses collaborateurs (2008) ont aussi noté une
excellente corrélation entre les deux parameétres (P<0,001) avec 58% de tumeurs amplifiées associées a

une forte surexpression de CycD1.

Selon TOBIN et BERGH (2012), si CycD1 doit étre considérée comme un biomarqueur
pronostique ou prédictif du traitement du cancer du sein, un critére de sélection plus strict doit étre
imposé pour obtenir des résultats cohérents. Ces chercheurs recommandent une élimination au
préalable des cas amplifiés de CCND1 avant 'analyse de I'expression de CycD1 pour obtenir des
résultats fiables. Tout examen de CycD1 doit commencer par une détermination du nombre de copies
de gene CCND1. Une analyse de tous les cas amplifiés sera ensuite réalisée indépendamment. Si cette
stratégie est appliquée rigoureusement, I'importance de I'amplification de CCND1 en tant que marqueur
clinique sera renforcée et permet de déterminer la conséquence de la surexpression de CycD1 dans les

tumeurs du sein.

Dans environ 15% des cancers du sein primitifs, la surexpression de CycD1 due a l'amplification
du gene correspondant CCND1, est liée a un mauvais pronostic (NAIDU ez a/., 2002 ; BIECHE e al,
2002 ; JIRSTROM et al., 2005). Dans le méme ordre d’idée, LUNDGREN et ses collaborateurs (2012)
ont constaté également que l'amplification du gene CCND1 était associée a un mauvais pronostic.
Malgré 'association positive entre expression de CycD1 et le statut d’amplification du gene CCNDI,
leur faible expression est liée a une récidive antérieure dans les cancers du sein post-ménopausiques
RE+. D’expression de CycD1 sans amplification de CCND1, est un marqueur indépendant avec un
temps de récurrence plus long, ce qui indique que la valeur pronostique réelle de 'expression de CycD1
peut étre obscurcie par une amplification du gene CCNDI1. La signification clinique de expression de

CycD1 poutrrait donc étre mieux prise en compte séparément.

Dans beaucoup de cas de cancer du sein, la surexpression de CycD1 ne peut pas étre expliquée par
Pamplification du gene CCND1, ce qui suggere que l'activation anormale de CycD1 peut se produire
via d'autres mécanismes, notamment la dysrégulation transcriptionnelle et post-transcriptionnelle de
son gene (COQUERET, 2002 ; ALBANESE e7 al, 2003) . Les travaux réalisés dans ce contexte ne
fournissent pas beaucoup d’arguments concernant implication de la surexpression de CycD1 sans
amplification du gene CCND1 dans la genése du cancer sein, par rapport aux tumeurs mammaires
CycD1+/CCND1 amplifié. Il est possible que différentes lésions primaites puissent conduire 2

l'activation secondaire de CycD1 et donc fournir a la cellule une voie alternative pour atteindre le méme
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effet néoplasique. Il est possible aussi que ces tumeurs, contiennent déja différentes mutations
primaires, et ne soient pas pathologiquement dépendantes de CycD1 surexprimée. Du point de vue
clinique, I'importance majeure de cette question non résolue réside dans le fait de savoir si un
traitement par anti-CycD1 s’avérera tout aussi efficace pour les tumeurs CycD1+/ CCND1 non

amplifié que pour les tumeurs CycD1+/CCND1 amplifié (ARNOLD et PAPANIKOLAOU, 2005).

Comme pour CycDI1, nos résultats révelent Dexistence d’une bonne corrélation entre
Pamplification du gene CCND1 et les RE (P=0,003). Les résultats de I’équipe de recherche
d’ELSHEIKH et ses collaborateurs (2008) ont confirmé cette association entre ces deux parametres
(P=0,000), en suggérant que 'amplification du gene CCND1 peut conférer aux cellules cancéreuses un
avantage en termes de croissance et de survie pour le développement et la progression des cancers du
sein RE+. LUNDGREN et ses collaborateurs (2012) indiquent qu’une faible expression de la protéine
CycD1, ainsi qu’une faible amplification de CCND1, sont liées a I'agressivité de la tumeur et a un risque
accru de récurrence de la maladie dans le cancer du sein RE+ post-ménopausal. Toujours, en accord
avec nos résultats, ROY et ses collaborateurs (2010) suggerent qu’en termes d’utilité clinique,
l'amplification de CCND1 peut étre une indication pour un traitement chimiothérapique
supplémentaire chez les femmes atteintes d'un cancer du sein RE+. LI et ses collaborateurs (2016)
pensent qu’il serait utile d'identifier un sous-groupe de patientes atteintes d’un cancer du sein RE+ qui
ont une mauvaise réponse a lhormonothérapie. Ce sous-groupe pourrait servir de cible aux
médicaments anticancéreux a ’avenir. Bien qu’il soit clair que 'expression de CycD1 induite par les RE
est essentielle pour induire la progression du cycle cellulaire, la régulation du géne CCND1 par les
cestrogenes apparait complexe, impliquant a la fois des ¢événements primaires et secondaires
(CICATIELLO et al., 2004). CCNDI1 est une cible transcriptionnelle des RE et ce processus semble
étre directement médiatisé par le recrutement coordonné de co-activateurs spécifiques des RE et
l'activation des voies IKB kinase o (IKKo) et MAPK (PARK ef @/, 2005). Bien qu’aucune corrélation
n’a été observée entre la surexpression d’IKKa et les RE, mais 'IKKa active les fonctions de
transactivation des RE via la phosphorylation directe de la Ser167 déclenchant ainsi 'expression du
gene CCND1. IKKa sone également associées a la régulation du gene CCND1 dans les cellules RE-
pat lintermédiaire d’un mécanisme indépendant des RE+ probablement via la voie IKKo/NF-xB

(GUO et al., 2010 ; GRANDVAUX, 2011).

Les résultats relatifs aux RP, montrent qu’il existe une corrélation entre amplification du gene
CCND1 et les RP (P=0,030), résultat en concordance avec ceux d’autres études précédentes
(ELSHEIKH et al, 2008 ; LI ¢# al., 2016) mais en désaccord avec I’étude de (REIS-FILHO ez /., 2006 ;
AHLIN ez al., 2017) (P=0,650 ; P=0,50). Il a été démontré que la progestérone peut activer le
promoteur du géne CCND1 dans les cellules cancéreuses mammaires en induisant une liaison directe

entre les RP et 'élément de réponse de I'cestrogene ce qui peut servir de passerelle vers le gene CCND1
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(GIULIANELLI ef al., 2013). WARGON et ses collaborateurs (2015) suggerent que des régions dans le
promoteur du gene CCND1 pourraient induire la transcription des RP, et qu'un traitement anti-
progestatif a induit une régression tumorale en augmentant l'association entre les RP et des régions du
promoteur du gene CCNDI1. Les RP phosphorylés sur les Ser294 et Serd400, s’associent au gene
CCND1 en augmentant son expression afin de recruter le complexe transcriptionnel contenant Sp1 et
d’induire Pexpression des genes cibles des RP (KIM ez a/., 2013 ; DRESSING e al., 2014 ; DIEP et al,
2015).

L’importance du marqueur de prolifération Ki-67 est indéniable en tant que facteur pronostique et
prédictifs aux réponses aux traitements de chimiothérapie mais son association a l'activité du gene
CCND1 n’est pas toujours évidente et les résultats publiés ne sont pas concordants. Nos résultats
montrent qu’il n’existe pas de lien étroit entre I'expression du Ki-67 et 'amplification du gene CCND1
(P=0,080). En effet, plusieurs études confirment ce résultat (ELSHEIKH ez 4/, 2008 ; LI ez al., 20106),
contrairement a celui obtenu par 'équipe de LUNDGREN et ses collaborateurs (2012) qui note une
tres bonne corrélation (P<0,001). AHLIN et ses collaborateurs (2017) rapportent que la surexpression
simultanée du Ki-67 et l'amplification du gene CCND1 est associée a un mauvais pronostic. Ces
auteurs étayent que lexistence d’une telle corrélation entre ces deux parameétres en présence d’une

expression élevée de CycD1 était associée a un temps de récurrence prolongé.

Comme pour le Ki-67, les résultats sont contradictoires quant a existence d’une association entre
Iexpression de p53 et le gene CCND1. Aucune corrélation n’a été notée dans notre cas (P=0,492). Ce
résultat est confirmé par des études précédentes (REIS-FILHO ez 4/, 2006 ; ELSHEIKH ez al,, 2008)
qui n’ont trouvé aucun lien significatif. Cependant, LI et ses collaborateurs (2016) trouvent une tres

bonne corrélation entre ces deux parametres (P<0,001).

Le grade SBR ne suit pas également 'amplification du CCND1 de maniére significative (P=0,361).
L’étude réalisée par ELSHEIKH et ses collaborateurs (2008) a montré le méme résultat (P=0,229),
mais a décelé une bonne corrélation entre ces deux parametres dans les tumeurs RE+ (P=0,018). Les
résultats récents I’AHLIN et ses collaborateurs (2017) confirment les notres (P=0,14). ROY et ses
collaborateurs (2010) ont trouvé par contre un résultat contradictoire montrant une bonne corrélation
(P=0,005). Pareil pour I’équipe de LI et ses collaborateurs (2016) qui ont trouvé une bonne corrélation
(P=0,052). Ces auteurs ont constaté que les tumeurs qui présentent une forte amplification du gene
CCND1 (>8 copies) tendent a avoir un haut grade SBR suggérant que le gene CCNDI1 est lié a un

phénotype plus agressif de la tumeur.

Selon nos résultats, I'activité du géne CCND1 ne semble pas corrélée a I'invasion lymphatique
(0,855). Ce résultat est en accord avec ceux trouvés dans d’autres études (REIS-FILHO ez a/, 20006 ;

ELSHEIKH ez al, 2008 ; ROY et al., 2010), mais en désaccord avec I’étude de LI et ses collaborateurs
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(2016) qui ont trouvé une trés bonne corrélation entre le statut des ganglions lymphatiques et
Pamplification du gene CCND1 (P<0,001). Relativement a la taille de la tumeur, nos résultats ne
montrent pas de corrélation significative avec 'amplification du gene CCND1 (P=0,559). Ce résultat
concorde avec ceux trouvés dans des études similaires (ELSHEIKH ezal, 2008 ; LUNDGREN ez 4/,
2016 ; LI ez al., 2016 ; AHLIN ez al., 2017).
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CycD1 joue un réle primordial dans la néogenése tumorale. Elle représente un point de convergence
important de multiples voies de signalisation. Fréquemment dérégulée dans les cancers du sein, son
implication dans 'oncogenése repose principalement sut sa capacité a activer les CDK4/6. De ce fait,
I'expression de CycD1 représente un nouveau biomarqueur pour le cancer ; Des taux élevés indiquent
une susceptibilité accrue au cancer et la mise en place d’un traitement adapté est préconisée. A ce titre,
le ciblage spécifique de CycD1 pourrait représenter une alternative clinique. En effet, la surexpression
de CycD1 a été rapportée dans 40 a 90% des cas de cancer du sein invasif en présence/absence de
l'activation du gene CCND1 et demeure 'une des protéines les plus couramment surexprimée. Malgré
toutes ces raisons, beaucoup d'études restent a entreprendre pour expliquer la valeur pronostique et les
dérégulations de CycD1 et amplification du gene CCND1 en relation avec d'autres parametres
biologiques dans I’évolution de ces tumeurs. D’autre part, comme les résultats de certaines études sont

controversés, le besoin de mieux comprendre ce type d’association demeure encore nécessaire.

Au cours de notre travail, nous avons évalué la relation entre 'expression de la protéine CycD1 et
son gene CCND1 d’une part et la nature de leur coopération avec les parametres clinicopathologiques a
savoir le grade histologique SBR, la taille de la tumeur, et I'invasion lymphatique ainsi qu’avec les
parametres biologiques, RE, RP, Ki-67 et la p53 sur une série de carcinomes canalaires infiltrants

mammaires.

Malgré la prédominance des tumeurs de haut grade histologique SBR, nous n’avons pas trouvé une
corrélation significative avec lexpression de CycD1, ni avec lactivité du gene CCND1. Le méme
résultat est observé quant a la taille de la tumeur et l'invasion lymphatique. Cependant, une bonne
corrélation existe entre 'expression de CycD1 et les RE et les RP. Cette connaissance du statut des
récepteurs hormonaux d’une tumeur aide a prévoir le degré d’efficacité de I’hormonothérapie en
complément d’un traitement adjuvant adéquat. Notre étude révele que les récepteurs hormonaux sont
surexprimés dans la majorité des tumeurs étudiées, ce qui engendre un bon pronostic. Ce statut n’est
pas commun a toutes les tumeurs RE+/RP+ car certaines sont associées a une résistance a
I’hormonothérapie (LUNDGREN e¢7 a/., 2008 ; VILQUIN e7 al., 2015). 11 ressort aussi de notre étude

que CycD1 est également surexprimée dans des tumeurs RE-.

Les résultats de notre étude montrent qu’il existe une bonne corrélation entre expression du
marqueur de prolifération Ki-67 et celle de la protéine CycD1, tandis qu’aucune association n’est
observée avec le gene CCND1. Quant a Pexpression de la p53, aucune corrélation n’est retrouvé avec

I'expression de CycD1, ni avec le gene CCND1.

La surexpression de la protéine CycD1 et 'amplification du gene CCND1 sont fréquents dans les
carcinomes canalaires infiltrants. Notre étude contfirme de tel résultat et montrent également ’existence

d’une forte corrélation entre I'expression de la protéine CycD1 et I'amplification de son gene CCNDI.
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Néanmoins, 'expression élevée de CycD1 n’est pas toujours le résultat d’une amplification du gene

CCND1.

Selon nos résultats, 'analyse des lames d’IHC constitue une aide fiable et reproductible a
I’évaluation du statut de CycD1 et des différents parameétres étudiés ainsi que celui de CCNDT1 en
CISH. Certes, beaucoup de chercheurs essayent d’automatiser les processus d’analyses mais 'expérience
montre que ces méthodes en réalité semi-automatique ne pourraient cependant pas se substituer a la
lecture manuelle en I’état actuel des choses et surtout, en I'absence d’harmonisation d’approches. Nous
estimons que les résultats sont importants et encourageants sur une cohorte de 138 CCIL. Ces
conditions augmentent le risque de résultats biaisés et de fausses associations. Des études prospectives
bien construites, avec des cohortes de grande taille et avec plus de moyens, sont donc nécessaires afin
de confirmer nos résultats et par conséquent, démontrer I'effet tangible de chaque facteur étudié, dans

le but de mieux comprendre et entreprendre une démarche préventive.

Enfin, en raison de son role établi en tant qu’oncogéne humain majeur, nous ceuvrons pour le
ciblage de CycD1 dans les protocoles anticancéreux. C’est une voie prometteuse en vue de la mise au
point d’une thérapie a la carte pour les patientes atteintes du cancer mammaire, et peut s’avérer efficace
et devrait augmenter les chances de succes thérapeutique dans ces tumeurs. Vu que la surexpression de
CycD1 est retrouvée également dans des tumeurs du sein RE négatifs, le role biologique de la

signalisation de CycD1 dans cette population reste a explorer.
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Abstract

Background: Cyclin D1 which is associated with cell cycle regulation is solidly established as an
oncogene with an important pathogenetic role in breast carcinomas.

Objectives: The aim of this study is to relate the Cyclin D1 protein overexpression with the amplification
of its gene CCND1 in Estrogen Receptors (ER) positive breast carcinomas, in order to investigate the
prognostic effect of their aberrations in relation to ER status, also to correlate the Cyclin D1
overexpression with other prognostic parameters.

Materials and methods: Chromogenic in situ hybridization (CISH) was used to identify CCND1
amplification on formalin-fixed paraffin-embedded invasive ductal carcinoma, in which
immunohistochemistry (IHC) had previously been performed in order to evaluate the pathological
relevance of Cyclin D1 overexpression in human breast cancer (n=138).

Results: CCND1 amplification was identified in 17/138 (12.3%) tumors and 78/138 (56.5%) tumors have
overexpressed Cyclin D1. A significant correlation was identified between CCND1 amplification and
Cyclin D1 overexpression (P<0.001) and both Cyclin D1 and CCND1 were related with ER expression.
Conclusion: Our results show a significant correlation between Cyclin D1 overexpression and CCND1
amplification. Overexpression of Cyclin Diwas observed in high proportion of breast cancer which
should be considered for routine diagnosis.

Keywords: Cyclin D1, CCND1, Breast cancer, Immunohistochemistry, CISH.

Introduction

Gene amplification is a frequent device leading to the overexpression of oncogenes in human cancers®.
Cyclin D1 is the product of the CCND1 gene located on chromosome 11q132. Cyclin D1, an important
regulator of the cell cycle,** has been reported in 40% to 90% of invasive breast cancer cases*® and its
gene has been found amplified in 15-20% of breast cancers’S. These facts are well established and
indicate that mechanisms other than gene amplification are responsible for deregulation of the
protein. In addition to its role in cell cycle regulation, Cyclin D1 can regulate the growth of estrogen
responsive tissues by activating the estrogen receptor (ER) in a ligand-independent fashion. The
induction of Cyclin D1 in breast cancer cell lines generate an increase in the number of cells progressing
through G1 and accelerate transition from G1 to S phase, indicating that Cyclin D1 is rate-restrictive
for progress through G1 phase'. This rate-limiting step in cell cycle progression is regulated by a
number of mechanisms including Cyclin D1 abundance; consequently, deregulation of Cyclin D1 gene
expression or function is a probable contributor to loss of normal cell cycle control during
carcinogenesis™2. In this study, Cyclin D1 overexpression was detected by immunohistochemistry and
its gene amplification was detected by chromogenic in situ hybridization (CISH). Overexpression of
Cyclin D1 protein was also investigated in combination with prognostic marker. The aims of the present
study were to determine in the first part, the correlation between Cyclin D1 overexpression and other
prognostic parameters, and in second part, to correlate the Cyclin D1 overexpression with the CCND1
amplification in breast carcinomas.

Materials and methods

The study material consists of 138 invasive ductal breast carcinomas (IDC) from patients diagnosed
between January 2011 and September 2015. All patients’ tumors were collected from the Regional
Military University Hospital. Patient characteristics are summarized in Table 1.
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Clinicopathological characteristics of the patients like age, SBR grade, tumor size and lymph node
status were extracted from the pathology reports. Forimmunohistochemical analysis, paraffin sections
were mounted on APES (2% 3'-aminopropyltriethoxysilane) coated slides. A monoclonal Mouse
antibody Anti-Human Cyclin D1 clone DCS-6, DAKO (provided in liquid form as tissue culture
supernatant in 0.05 mol/L Tris-HCl, pH 7.6 and 0.015 mol/L sodium azide) was used. The indirect avidin-
biotin immunoperoxidase technique was used to demonstrate antibody binding sites. Finally, the
sections were lightly counterstained in hematoxylin. Scoring of the Cyclin D1, Ki-67, ER and
progesterone receptor (PR) reactivity, was performed by using the Allred method®®, which classifies
tumors into three groups: negative/weak (scores 0-2), moderate (scores 3—5) and strong (scores 6-8).
To analyze the ampilification of CCND1, we used chromogenic in situ hybridization (CISH), in which
paraffin-embedded tissue sections were fixed in neutral buffered formalin for 12-24 hours before use.
Tissue sections (4-5 um thickness) were mounted on Superfrost/Plus microscope slides. Deparaffinized
slides were heated above 98°C for 15 min. in tissue heat pretreatment solution and incubated for
enzyme digestion for 10 min. After denaturation and hybridization, CISH staining results were
visualized with a standard brightfield microscope and a 40x dry lens. The presence of 25 individual
signals, within the nuclei of a single cell is indicative of positive reactivity. The statistical analysis was
performed using the IBM SPSS Advanced 20.0 statistical software, reference: 5725-A54. Correlations
of Cyclin D1 and CCND1 to other clinicopathologic parameters were evaluated using Pearson’s
correlation test (r). P value <0.05 was considered as significant.

Table 1: Patient and tumor clinicopathological Results

characteristics. The clinicopathological characteristics of the
Characteristics Number of patients (%) patients are mentioned in tablel. The grade SBR
Age of patients (years) Il was dominant (63.1%). Tumor sizes exceed 2
30-39 19(13.8) cm in 92% of the patients, and 60.9% had positive
40-49 35(25.4) lymph nodes. The inmunohistochemical staining
50-59 38(27.5) showed overexpression of ER and PR in 79.7%
60-69 25 (18.1)

and 68.8% of cases respectively. Ki-67 was

?.u?,: ors skze fem) 21(15.2) overexpressed in 66.7% of tumors and Cyclin D1
T1(<2cm) 11(8) overexpression was observed in 78 (56.5%)
T2 (2-5cm) 101(73.2) cases. The CCND1 gene was amplified in 17
T3and T4 (25 cm) 26 (18.8) (12.3%) cases.

SBR grade Correlation of Cyclin D1 expression with clinico-
1 2(1.4) pathological parameters:

I 87(63.1) The results of the clinicopathological charac-
i 49 (35.5) teristics of the tumors in relation to the
Lymph node status expression of Cyclin D1 are shown in Table 2.
Neg.a.t ve SHagL) Cyclin D1 expression was found in 78 (56.5%)
positive 84 (60.9) .

Estrogen receptor status cases, whose 52.6% expresrs.ed it modera.tel.y and
Negative 28 (20.3) 47.4% were strongly positive. The majority of
positive 110 (79.7) cases, 53 cases (67.9%) were in the 250 year age
Progesterone receptor status group. The maximum number of cases (51/78)
Negative 43 (31.2) 65.4% had grade SBR 1. (48/78) 61.5% cases had
positive 95 (68.8) positive lymph nodes and 70.5% of tumors were
Ki-67 proliferation marker status >2cm. There was no significant correlation
Negative 46 (33.3) between overexpression of Cyclin D1 and age of
positive 92(66.7) patients (r=0.161/ P=0.060), grade SBR (r=-0.05/
o cIm'DI s P=0.518), lymph node status (r=-0.01/P=0.833),
Negative 60 (43.5) .

positive 78 (56.5) sgze.of tumors (wp.ll/P=0.186). .There was a
CCND1 gene status significant correlation "between high Cyclin D1

17 (12.3) expression and hormone receptors including ER
93
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and PR (r=0.52/P=<0.001 and r=0.26/P=0.002). Cyclin D1 overexpression was significantly correlated
with proliferation marker Ki-67 (r=0.19/P=0.022).

Correlation of CCND1 amplification with clinicopathological parameters:

The results of the clinicopathological parameters in relation to the CCND1 status are shown in Table 3.
CCND1 amplification was found in 17 (12.3%) cases whose 14 cases presented >10 copies of the gene
present per nucleus in >50% cancer cells. CCND1 was correlated with hormone receptor positivity ER
(r=0.28/ P=0.003) and PR (r=0.22/ P=0.030) while there was no correlation with proliferation marker
Ki-67 {r=0.15/ P=0.080). CCND1 amplification was not significantly related in our study to age of
patients (r=-0.11/ P=0.202), SBR grade (r=-0.07/ P=0.361), lymph node status (r=-0.01/ P=0.855) and
tumors size (r=0.05/ P=0.559).

Table 2: Correlation of Cyclin D1 expression with clinicopathological parameters.

Parameters Negative/weak Moderate Strong CyclinD1  r/P-values
Cyclin D1 expression Cyclin D1 expression expression

Age of patients (years)

<50 29 (21%) 15 (10.9%) 10 (7.2%) 0.161/0.060

250 31 (22.5%) 26 (18.8%) 27 (19.6%)

SBR grade

| 2 (1.4%) 0 0 -0.05/0.518

i 36 (26.1%) 23 (16.7%) 28 (20.3%)

i 22 (15.9%) 18 (13.1%) 9(6.5%)

Lymph node status

Negative 24 (17.4%) 14 (10.1%) 16 (11.6%) -0.01/0.833

Positive 36 (26.1%) 27 (19.6%) 21 (15.2%)

Tumors size (cm)

<2cm 5 (3.6%) 5(3.6%) 1(0.7%) 0.11/0.186

2-5cm 46 (33.3%) 28 (20.3%) 27 (19.6%)

>5cm 9 (6.5%) 8 (5.8%) 9 (6.5%)

Estrogen receptor status

Negative 16 (11.6%) 10 (7.2%) 2(1.4%) 0.52/<0.001

Positive 44 (31.9%) 31 (22.5%) 35 (25.4%)

Progesterone receptor status

Negative 23 (16.7%) 12 (8.7%) 8 (5.8%) 0.26/0.002

Positive 37 (26.8%) 29 (21%) 29 (21%)

Ki-67 proliferation marker status

Negative 25 (18.1%) 13 (9.4%) 8(5.8%) 0.19/0.022

Positive 35 (25.4%) 28 (20.3%) 29 (21%)

Correlation of Cyclin D1 expression with CCND1 amplification:

Gene amplification of CCND1 was observed in moderate and strong Cyclin D1 expression subgroups
(Table 4). Among the 17 patients with amplification of CCND1 (>5 copies), 13 (76.5%) showed a strong
expression of Cyclin D1, whereas 4/17 showed moderate expression. Tumors with non-amplified
CCND1 gene were also observed in moderate and strong subgroups with low frequencies
corresponding to 30.6% and 19.8% respectively. A good association was found between CCND1
amplification and Cyclin D1 overexpression (Table 4, P<0.001). This correlation was very high (r=2? /
p<0.0001) in hormone receptor-positive tumors.

Discussion

In the present study we have firstly examined the Cyclin D1 expressions by IHC and correlate it with
ER, PR, Ki-67 and other clinicopathological parameters, on the other hand, we examined by CISH the
copies number of CCND1 gene in invasive ductal breast cancer in relation to Cyclin D1 protein
expression.

Cyclin D1 is necessary for the normal development of the breast and dysregulated expression
stimulates aberrant mammary epithelial proliferation’. In the current study, Cyclin D1 overexpression
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was found in 56.5% of cases which is in concordance with many of the similar studies>*” who showed
that Cyclin D1 was overexpressed in 60% - 63.4% of breast carcinomas. We found that Cyclin D1 was
significantly correlated with ER+ breast cancer, these results is comparable to other study®® on
invasive breast carcinoma where they found a positive correlation of Cyclin D1 overexpression with ER
expression. This can be explained by the positive regulation of ER by Cyclin D1 in breast cancer cell
lines where Cyclin D1 has been shown to join directly and activate the estrogen receptor alpha (ER) in
a cdk- and pRB-independent fashion!®, This finding, that overexpressed Cyclin D1 can activate the ER
independently, has the potential to add a crucial dimension to our understanding of mammary
carcinogenesis’®2. In current study we found a significant correlation between Cyclin D1 and Ki-67
which is linked to a more aggressive tumor phenotype, this results is in accordance with a previous
study?® who believe that tumors with overexpression of Cyclin D1 have a higher growth potential and
favor the progression of the cell cycle more easily resulting in the overexpression of Ki-67.

Table 3: Correlation of CCND1 amplification with clinicopathological parameters.

Parameters CCND1 non-amplified CCND1 amplified r/P-values
Age of patients (years)

<50 46 (33.3%) 8 (5.8%) -0.11/0.202
250 75 (54.4%) 9(6.5%)

SBR grade A

| 2 (1.4%) 0 -0.07/0.361
1l 74 (53.6%) 13 (9.4%)

] 45 (32.6%) 4 (2.9%)

Lymph node status

negative 47 (34.1%) 7 (5.1%) -0.01/0.855
Positive 74 (53.6%) 10(7.2)

Tumors size (cm)

<2cm 11 (8%) 0 0.05/0.559
2-5cm 87 (63%) 14 (10.1%)

>5cm 23 (16.7%) 3(2.2%)

Estrogen receptor status

negative 25(18.1%) 3(2.2%) 0.28/0.003
Positive 96 (69.6%) 14 (10.1%)

Progesterone receptor status

negative 39 (28.3%) 4 (2.9%) 0.22/0.030
Positive 82 (59.5%) 28 (20.3%)

Ki-67 proliferation marker status

negative 43 (31.2%) 3(2.2%) 0.15/0.080
Positive 78 (56.5%) 14 (10.1%)

Table 4: Correlation of Cyclin D1 expression with CCND1 amplification.

Cyclin D1 expression

Parameters Negative/weak Moderate Strong r/P-values
CCND1 gene status
Non-amplified (< 5 60 (49.6%) 37 (30.6%) 24 (19.8%) 0.42/<0.001
copies)
Amplified (>5 0 4 (23.5%) 13 (76.5%)
copies)

The other clinicopathological parameters like SBR grade, tumor size and lymph nodes status were no
correlated with Cyclin D1 overexpression in our study; this is in agreement with previous studies®?425
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demonstrating that no significant association between these parameters and Cyclin D1 over-
expression. Given that amplification of CCND1 is one of the reasons for Cyclin D1 overexpression in
breast cancer, we have tried to correlate them. We found an excellent correlation between CCND1
amplification and Cyclin D1 overexpression, particularly in ER+ tumors; this result is in agreement with
many previous studies 5151618,

Conclusion

Our results confirmed a high correlation of Cyclin D1 expression and CCND1 amplification in ER+ breast
cancer; hence it would be useful to identify a subset of patients with ER+ breast cancer for which
CCND1 ampilification should be considered for diagnosis and treatment. Our results also showed that
high expression of Cyclin D1 is not always resulting to CCND1 amplification suggesting that its
association with other clinicopathological parameters is also responsibie for this overexpression.
Finally, because of its established role as a major human oncogene, direct targeting of the Cyclin D1
protein or CCND1 gene may prove successful.
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Intratumoral distribution of Ki-67 and Cyclin D1 in ER+ mammary carcinoma: Quantitative
evaluation.
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Abstract
Introduction: In spite of the strong evidence demonstrating the role of overexpression of Ki-67 and
Cyclin D1 Ki-67 markers in breast carcinomas, clinical and pathological data remain discussed. This
can be explained partly by intratumor heterogeneity installed during carcinogenesis; what we have
tried to demonstrate in this study.
Materials and Methods: 76 ER positive breast cancer tumors were used to evaluate the intratumoral
distribution of Ki-67 and Cyclin D1 expression. Image acquisition and visualization of the markers
have been performed by optical microscopy and stereology sampling method has been used.
Results: The results show that mean Ki-67 labeling index is distributed heterogeneously in the same
tumor, from 20.67+6.87 to 45.10+10.65. The coefficient of variation (COV) revealed dispersion values
between 13.4% and 42.9%. Associated with positive ER status, all the tumors presented a Cyclin D1
expression with a COV varying between 19% and 28.5% and a mean labeling index fluctuating
between 19.4+4.4 and 41.64+10.1 within the same patient showing important intratumor
heterogeneous distribution.
Conclusion: In this study, we have adopted a strictly quantitative approach to evaluate and
demonstrate intratumor heterogeneity. This establishes one of the main factors of the bad answer of
the patients to therapy. To achieve this, intratumor heterogeneity should be usually definable and
quantifiable but this domain awaits future progress and methods need to move towards a better
understanding of molecular and cellular mechanisms that initiate and maintain this tumor
heterogeneity.
Keywords: Breast cancer, Cyclin D1, ER+, Immunohistochemistry, Intratumor heterogeneity, Ki-67.

Introduction

The breast cancer is a histologically and clinically heterogeneous disease. The intratumor
heterogeneity is due to phenotypically diverse cancer stem cells which can be a crucial matter in
terms of therapeutic responses . In addition to the known histo-morphological criteria, the
detection and the quantification of this intratumor heterogeneity will enable to determine groups of
patients with a more accurate prognosis . Spatial distribution of Ki-67 is investigated, given the
importance of Ki-67 as a prognostic parameter and its contribution in treatment decisions ©. The
oncogenic properties of Cyclin D1 in breast cancer in particular ER+ have been established in various
studies “®. Cyclin D1 overexpression has been reported in 40% to 90% of invasive breast cancer
cases "9, The aim of this preliminary study was to define the prevalence and clinical significance of
Ki-67 and Cyclin D1 overexpression in primary breast tumors ER positive, while highlighting the
existence of intratumor heterogeneity in this type of cancer.

Material and methods

Seventy six tumors from female patients’ age 43 years with invasive ductal carcinoma (IDC) grade Iii
were used for this study. Paraffin-embedded tumor samples and medical data of the selected
patients were obtained from the regional military university hospital of Oran. Labeling index
(Percentage of positive stained cells, LI) and coefficient of variation (SD/mean, COV) of Ki-67 and
Cyclin D1 expression were determined to measure the dispersion. Scoring of the Ki-67 and Cyclin D1
reactivity was performed by using the Alired method, which classifies tumors into three groups:
negative/weak (scores 0—2), moderate (scores 3-5) and strong (scores 6~8) (1),
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Paraffin sections were mounted on APES (2% 3'-aminopropyltriethoxysilane) coated slides. A
monoclonal Mouse antibody Anti-Human Cyclin D1 clone DCS-6, DAKO (provided in liquid form as
tissue culture supernatant in 0.05 mol/L Tris-HCl, pH 7.6 and 0.015 mol/L sodium azide) and Mib-1,
mouse monoclonal antibody ready-to-use (DAKO) were used. The indirect avidin-biotin
immunoperoxidase technique was used to demonstrate antibody binding sites. Finally, the sections
were lightly counterstained in hematoxylin.

Tumor samples used to assess intratumor heterogeneity (ITH) were selected by random sampling
method “Y. Full cell count method has been done by sweeping the slide from the right to the left
then from the top to the down 2. Slides have been subdivided in fields (images) delimited by the
microscope grads. To avoid oversampling, the number of cells was estimated by two-dimensional
counting rule described by Gundersen (1977) ™. In addition to cells within the frame, all cells
intersected by the upper and right border are counted and all those intersected by the lower and left
border are disregard, and any cell hit by the upper left corner are counted and those hit by the lower
right corner are disregard. Slides were reviewed using an Optical microscope (Olympus, CH20
BIMF200) at 40X objective, equipped with a camera (OPTIKA Vision Lite 1.04 OPTIKAM B5) connected
to a computer.

Results

Ki-67 (Figure 1) and Cyclin D1 (Figure 2) slides, showed positive nuclear staining but uniformly from
one field to another. Positive perinuclear and sometimes nucleolar reactions were seen with
perinuclear reinforcement. The number of microscopic fields analyzed by slide was situated between
8 and 13. In total, 537 fields have been treated and 52700 cells have been counted (Table 1). Ki-67
and Cyclin D1 showed variations in expression levels in the same tumor. The maximal (Mx) and
minimal (Mn) of mean labeling indexes (MLI) for Ki-67 were found in patients 39 and 6 with
respective values of 45.10+10.65% and 20.67+6.87% (Figures 3), the median value was 32.65%. As for
Cyclin D1, the maximal mean labeling index was detected in the patient 39 with a value of
41.64+10.08%, the minimal value was found in patient 3 (19.40+4.42%) (Figure 4), the median value
was 32.12%.

Ki-67 and Cyclin DI expressions as detected by immunohistochemistry were seen in 69 (90.8%) and
58 (76.3%) cases respectively. Cases were categorized in two groups, moderate 40 (52.7%) and 32
(42%) and strong 29 (38%) and 26 (34.3%) (Table 2). Fifty one (67%) slides in which both Ki-67 and
Cyclin D1 were positives were used to evaluate the markers expression by immunochemistry. 25
(33%) cases were negatives whose 7 (9.3%) cases for Ki-67 and 18 (23.7%) cases for Cyclin D1.
Positives cases were categorized into two groups; moderate 40 (52.7%) and 32 (42%) for Ki-67 and
Cyclin D1 respectively and strong 29 (38%) and 26 (34.3%) for Ki-67 and Cyclin D1 (Table 2). The
estimation of COV showed also a dispersion of labeling within the same patient (Figures 5 and 6). The
COV of Ki-67 labeling index ranged from 18.2% in patient 51 to 40.3% in patient 26 with Cyclin D1
labeling index also showed a wide dispersion within the same tumor with COVs from one patient to
another ranging from 14% to 38.5%.

Discussion

The present study illustrates the existence of a heterogeneous distribution of Ki-67 and Cyclin D1
expression within and among infiltrating ductal breast carcinomas (IDC) patients. The Ki-67 cut-off
established by the St Gallen International Expert Consensus during which the majority of panelists
voted that a threshold of > 20 % was indicative of high Ki-67 status . In our series, the median Ki-67
and Cyclin D1 values were 32.65% and 32.12% respectively, which means that the 51 tumors studied
have a great proliferative activity reflecting the tumor aggressiveness of IDC.

Our study shows that 90.7% of tumors have a moderate/strong Ki-67 expression, this is in
accordance with a previous study *® which reported that 80.7% of cases presented a high expression
of Ki-67. As to Cyclin D1, 76.3% show a moderate/strong expression. This result is in accordance with
this observed in previous studies 7 showing high proliferative activity of Cyclin D1 in IDC ER+ and
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advocating including Cyclin D1 as an independent prognostic factor to predict the risk of mortality in
ER+ groups.

Based on the evaluation of the COV to characterize the intratumor heterogeneity of Ki-67 expression
in IDC, our data are consistent with the results of Senhadji (2004) “® who found fluctuating COV
values between 1.94% and 35.9%. Similarly, for Cyclin D1, the results found confirming intratumor
heterogeneity, are in line with those found in earlier study 7 which reported that the staining
intensity varied within the individual tumor and from cell to cell within the same tumor. In the
present study, the dispersion estimated by the COV is very high in some cases, 40.3% for the Ki-67
and 38.5% for Cyclin D1. This shows the great variability in the distribution of labeling reflecting the
heterogeneity of tumors studied. The intratumor heterogeneity shown in this study has been also
confirmed by other researchers 9202, These lasts recommend exploring the whole tumor and not
only a part of it, because intratumor heterogeneity can lead to underestimation of the tumor
genomics landscape portrayed from single tumor-biopsy samples and may present major challenges
to personalized-medicine and biomarker development.

Conclusion

Our work is essentially a quantitative approach allowing easier way the study of the distribution of
cell subpopulations discriminated according to Ki-67 and Cyclin D1 overexpression. We show that the
two biomarkers are expressed and distributed differently between microscopic fields within the
same patient. This finding demonstrates the presence of intratumor heterogeneity indicating that
the breast tumor is often a mixture of multiple genotypically distinct cell populations. This
establishes one of the main factors of the bad answer of the patients to therapy ? and thus it is
important to integrate intratumor heterogeneity into cancer care, but this domain awaits future
progress and methods like genomics and bioinformatics need to move towards a better
understanding of the basic molecular and cellular mechanisms that initiate and maintain this tumor
heterogeneity.
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Figure 4: Mean labeling indexes (MLI %) for Cyclin
D1 and standard deviation by patient.
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Résumé

La cellule progresse dans le cycle cellulaire grace a I'action coordonnée de complexes protéiques constitués de cyclines et de
leurs partenaires. Parmi ces cyclines, la cycline D1 (CycD1) est I'une des molécules régulatrices de ce processus, surexprimée
dans un large éventail de néoplasmes humains. Certains articles ont fait le point des connaissances sur les molécules de
régulation du cycle cellulaire dans le but d'une meilleure compréhension des mécanismes responsables des cancers. Néanmoins
la valeur pronostique de la cycD1 reste encore a confirmer et demeure a I'étude. La CycD1 est solidement établie en tant
qu'oncogene ayant un réle pathogénique important dans les carcinomes du sein. Elle régule la croissance des tissus sensibles
aux cestrogénes en activant les récepteurs aux cestrogénes (RE) de fagon indépendante du ligand entrainant une régulation
positive des RE. Ceci lui confére un réle oncogénique possible dans les cancers du sein RE positif qui finissent par présenter
une résistance aux traitements anti-oestrogéniques par des mécanismes extrémement complexes. L’objectif de ce travail est
d’une part, d’étudier la relation entre I'expression de CycD1 et Pamplification du gene CCNDT1 et avec d’autres parametres
biologiques (les récepteurs a I'cestrogéne et a la progestérone (RP), le Ki-67 et la P53) chez 138 patientes atteintes du carcinome
canalaire infiltrant (CCI) du sein dans le but d’évaluer la dépendance de CycD1 des autres parametres et le degré de son
implication dans ce type de cancer. D’une autre part, nous nous sommes intéressés a définir la prévalence et la signification
clinique de la surexpression de CycD1 et Pamplification du CCND1 dans les cancers du sein RE positif afin de les cibler
ditectement comme protocole anticancéreux et par conséquent, augmenter les chances de guérison. Afin d'évaluer 'expression
de CycD1 et des parametres biologiques, 'immunohistochimie a été réalisée sur des prélevements tumoraux. L’amplification du
géene CCND1 a été mesurée par la méthode d'hybridation chromogénique 7 sitn. Les résultats ont montré que CycD1 est
surexprimée dans 56,5% des cas alors que le gene CCND1 est amplifié dans seulement 12,3%. Les RE et RP sont surexprimés
respectivement dans 79,7% et 68,8% des cas. Une corrélation significative a été trouvée entre I'amplification du CCND1 et la
surexpression de CycD1 (P<0,001). Cette corrélation est encore beaucoup plus élevée dans les tumeurs RE+ (P<0,0001). Une
forte corrélation a été constatée également entre les niveaux d'expression de CycD1 et ceux des récepteurs hormonaux (RE :
P<0,0001 ; RP : P=0,002). Ce qui n'est pas le cas avec les autres parameétres clinicopathologiques, Ki-67 et P53. La
compréhension du processus moléculaire de l'expression de CycD1 dans une grande proportion de tumeurs et son profile vis-
a-vis des parametres biologiques mettent en lumiére I'intérét d’intégration de ce biomarqueur dans les pratiques oncologiques.
Ceci permet non seulement de fournir un nouvel outil de diagnostic et de pronostic aux cliniciens, mais également d'envisager

l'utilisation ciblée de nouvelles thérapeutiques anticancéreuses en testant de nouvelles molécules inhibitrices.

Mots clés:

Cancer du sein; CCND1; CISH; CyclineD1; Immunohistochimie; Récepteurs hormonaux; Ki-67; P53; PRb; Paramétres
biologiques.



