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INTRODUCTION

Il suffit de la rencontre d’un gaméte male et d’un gaméte femelle pour former la
premiere cellule qui nous constitue. Elle seule donnera naissance aux milliards de cellules de
notre organisme et ce, par des procédés finement régulés de mitoses (naissances) et d’apoptose
(mort programmeée). En effet, des milliards de cellules naissent et meurent de fagon a maintenir
notre homéostasie. Cependant, le propre du cancer est de briser cette harmonie. La base du
cancer est la cellule cancéreuse, celle-ci nait suite a I’accumulation de mutations qui lui
conferent un avantage sélectif. Dotée d’un pouvoir de multiplication indéfinie et illimité, la
cellule cancéreuse ne répond plus aux lois de ’homéostasie tissulaire conduisant a la formation

d’une tumeur.

Le cancer du sein est le cancer le plus fréquent chez la femme. Il est la premiere cause de
mortalité par tumeur maligne chez la femme dans les pays les moins développeés (INCa, 2016)
et la deuxiéme cause apres le cancer du poumon dans les pays développés (FERLAY et al.,
2015). Il constitue une pathologie hétérogeéne et multifactorielle qui nait de I’échappement de
cellules épithéliales mammaires aux mécanismes de contr6le de la prolifération. Il est délicat
d’établir une théorie unifiée, du fait que la transformation maligne peut avoir pour origine de
trés nombreuses combinaisons d’activation d’oncogeénes et d’inactivation de genes

Suppresseurs de tumeurs.

Les facteurs cliniques et pathologiques comme I’age, le type histologique, la taille tumorale,
I’envahissement ganglionnaire, le grade histopronostique de SCARFF, BLOOM et
RICHARDSON (SBR), I’expression des récepteurs hormonaux ou encore la surexpression de
I’oncogéne HER2 sont des facteurs prédictifs connus dans le cancer du sein. En effet, ils
apportent au clinicien des informations d’ordre pronostic et thérapeutique. Cependant, plusieurs
cancers humains peuvent étre causés par des virus. Il est connu que le virus de la tumeur
mammaire de la souris (MMTV), provoque le cancer du sein chez la souris
(HENNIGHAUSEN, 2000). Par conséquent, nous avons émis I'hypothése qu'une exposition
tardive (a 1'age adulte plutdt que dans l'enfance) a un virus commun tel que le virus d’Epstein-

Barr (EBV) pourrait provoquer un cancer du sein chez la femme.



En effet, ’EBV est aujourd’hui bien reconnu dans la cancerisation de certains tissus,

notamment dans le carcinome indifférencié du nasopharynx et le lymphome de BURKITT.

Dans ce travail, nous nous intéressons particulie¢rement a I’expression de I’'une de ses protéines
latentes, LMP1. Cette derniére est en effet essentielle dans le pouvoir oncogéne d’EBV en
déclenchant diverses voies de signalisation telles que les voies NF-kappa B, AP1 et STAT.
Cette capacité lui est conférée par son domaine C-terminal qui est subdivisé en trois régions
activatrices de la signalisation cellulaire, les CTAR (C-Terminal Activating Regions) : ainsi
CTAR1 et CTAR2 qui activent la voie NF-kB, favorisant la prolifération cellulaire et
I’inhibition de 1’apoptose et donc I’immortalisation cellulaire, CTAR3 augmente I’expression
du VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) favorisant I’invasion et les métastases et ce,
en stimulant la voie Jak3/STAT (ZHENG et al., 2007).

Notre intérét porte sur I’étude d’un lien possible entre I’infection a EBV et la cancérisation

mammaire chez des patientes atteintes de cancer du sein en Algérie.
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CANCER DU SEIN

1- Rappel anatomo-histologique du sein
1-1 Anatomie descriptive

Le sein est un organe pair et globuleux situé en avant et en haut du thorax. 1l est constitué
d’un tissu hétérogéne ou coexiste une structure adipeuse, glandulaire, canalaire et fibro-
conjonctive (Figure N°01).

La structure adipeuse est un ensemble de cellules graisseuses. La structure glandulaire présente
15 a 20 lobes. Chacun d’eux est composé¢ de plusieurs lobules ou se trouvent 10 a 100 acini qui
produisent le lait. Les lobes ainsi que les lobules sont connectés a la structure canalaire c'est-a-
dire aux canaux galactophores qui comportent des sinus lactiféeres qui transportent le lait vers
le mamelon.

L’organe est innervé par des rameaux mammaires qui proviennent des nerfs intercostaux et qui
convergent vers la plague aréolo-mamelonaire. Il est richement vascularisé et son irrigation
provient de trois sources : arteres thoracique interne (mammaire interne), artére axillaire et les
arteres intercostales dorsales et ventrales. Son drainage veineux quant a lui est assuré par des

réseaux veineux superficiels et profonds (KHAN et al. 2019).

Peau
Vaisseaux lymphatiques
Ganglions lymphatiques
Arteres

Cote
Muscle

Veines
) Lobule
Tissu fibroconjonctif 25\

AT S———3— Canal Galactophore

> Mamelon

.~

Cellule
Membrane basale

Figure N°01 : Coupe transversale du sein et sa structure glandulaire (NETTER, 2009)



Le systeme lymphatique du sein via ses vaisseaux, s’occupe d’éliminer les déchets, les
cellules mortes et autres débris en les acheminant vers les ganglions lymphatiques qui sont au
nombre de 35 répartis de maniére variable autour de chaque sein. Ils sont groupés comme sulit
(Figure N°02) :

- Ganglions axillaires (sous le bras) ;

- Ganglions sus-claviculaires (sur la clavicule) ;

- Ganglions sous claviculaires (sous la clavicule) ;

- Ganglions mammaires internes (derriére le sternum, a ’intérieur du thorax) (KHAN et

al., 2019).

ganglion sus-claviculaire

clavicule

ganglion infra-claviculaire
(sous-claviculaire)

ganglion axillaire ganglion

mammaire interne

vaisseau
lymphatique

Figure N°02 : Structure des ganglions lymphatiques du sein
(OLIVIER et al., 2006)

1-2 Histologie

Le sein est un dérivé ectodermique de composition tres hétérogene. La structure
canalaire ainsi que la structure glandulaire, dont la plus petite unité est représentée par les acini,
présentent une double assise cellulaire (Figure N°03-A). Le tissu conjonctif, quant a lui, se
différencie en deux parties au moment de la puberté, le tissu interstitiel banal (tissu conjonctif
inter-lobulaire) : il constitue le support des lobes et comporte de nombreux adipocytes et le tissu
palléal (tissu conjonctif intra-lobulaire) (Figure N° 3-B) : ¢’est un tissu conjonctif lache, pauvre

en adipocytes et sensible aux modifications hormonales (spécialisé).



B- Coupe de plusieurs tubulo-alvéole

A- Architecture cellulaire d'une tubulo-alvéole

membrane basale

" tissu palléal Ti55lll '-)ﬁiE’d fll':\ill
D / conjonctf lichz)
e fibroblastes

- P

Figure N° 03 : Structure des acini mammaires (VISVADER, 2009) (Modifiée).

2-Définition du cancer du sein

Le cancer du sein ou « carcinome mammaire » se définit comme une prolifération
anarchique et incontrolée des cellules épithéliales du sein. Qu’il s’agisse des cellules des canaux
galactophores « carcinome canalaire » ou de celles des lobules « carcinome lobulaire », on parle
« d’Adénocarcinome » c'est-a-dire d’un cancer du tissu glandulaire. Le carcinome peut étre « in
situ » ou « infiltrant » selon qu’il y est ou non effraction de la membrane basale et possede ou
non un potentiel métastatique.

Moins souvent (moins de 10% des cas de tumeur du sein), la tumeur se développe dans le tissu
conjonctif du sein. On parle alors de cancer non glandulaire ou « sarcome Phyllode ». Ces

différents types histologiques sont représentés dans la Figure N°04.
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Figure N°04 : Les types histologiques de cancer du sein et de leur évolution (INCa, 2016)
3- Classification

Vu I’hétérogénéité du cancer, la décision thérapeutique est conditionnée par le type, les
caractéristiques et le grade du cancer. De ce faite, plusieurs classifications sont apparues dans

le but de toujours mieux cibler la thérapie. Les plus utilisées sont au nombre de trois :

3-1 Classification histologique des cancers du sein selon ’OMS 2002-2003

Cette classification est essentiellement basée sur 1’aspect histologique des cellules
cancéreuses vues sous microscope (voir annexe 1). De maniere générale on distingue :
-Les tumeurs épithéliales non infiltrantes (in situ) ;

-Les tumeurs épithéliales infiltrantes (invasives).



3-2 La classification pTNM (2017, 8°™ édition)

La classification pathologique TNM est un systeme reconnu internationalement, il decrit
I’extension d’une tumeur maligne & un moment donné dans un organe particulier (ABDOU et
al., 2017).

Cette classification a été mise a jour pour la derniere fois en 2017 par I'UICC (Union
International Contre le Cancer). Elle prend en compte trois critéres: T : Tumor (taille et
extension de la tumeur), N : Nodes (envahissement ganglionnaire), M : Metastasis (présence de
métastases a distance) (BRIERYL et al., 2017).

-Extension de la tumeur T1-T4
Ce parametre prend en compte la taille de la tumeur, mais pas seulement. Aujourd’hui
I’extension aux tissus adjacents est également prise en considération.
Dans le cas du cancer du sein par exemple, une taille tumorale de 3 cm sans infiltration
est classée p T2, alors qu’une tumeur de méme taille qui infiltre directement la peau ou

la paroi thoracique est classée p T4.

-Extension dans les ganglions NO-N3
La classification de I’envahissement ganglionnaire prend en compte le nombre de
ganglions envahis, mais également la localisation de cet envahissement (la chaine
ganglionnaire).
Pour I’exemple du sein, 05 ganglions axillaires atteints classe la tumeur en p N2a, alors
que I’envahissement d’un seul ganglion de la région infraclaviaire (relai ganglionnaire

suivant) la classera en p N3a.
-Métastases a distance M0-M1
MO : pas de métastases ;

M1 : présence de métastases a distance.

Les détails de classification TNM 8¢ édition sont donnés dans I’annexe I1.



3-3 Classification SBR : (Score de Scarff, Bloom et Richardson modifié par Elston et
Ellis)

Cette classification permet de déterminer un indice d’activité proliférative a I’aide d’un
grade histopronostique SBR noté de 1 a 3. Cette activité proliférative est estimée par trois
critéres histologiques (HERON, 2010) (Tableau 1) :

- Architecture tumorale : la cellule devient indifférenciée, perd progressivement sa
fonction d’origine et son apparence. Plus elle est indifférenciée, plus elle est agressive.

- Anisonucléose (Polymorphisme des noyaux cellulaires).

- Activité mitotique

Tableau I : Tableau représentant les trois critéres histologiques utilisés pour le grading SBR.

Critéeres

) ) Note 1 Note 3
histologiques

) Tumeur riche en structures bien Tumeur riche en structures ayant
Architecture

formées et différenciées. changé de forme et indifférenciees
Noyaux ] ) ]
) ) Petits et uniformes Gros avec des formes variables.
(anisonucléose)
Activité Division lente et faible, faible Divisionrapide, nombre important
mitotique nombre de mitoses. de mitoses.

Le grade histopronostique d’une tumeur correspond a la somme des notes obtenues pour les

trois criteres. Le score global est classé en trois grades 1, 11, 1ll. (Tableau II).

Tableau Il : Tableau représentatif des trois grades SBR et de leurs pronostics (HERON,
2010).

Grades Score total Pronostic
I 3ab Tumeurs les moins agressives
] 6et7 Tumeurs moyennement agressives
Il 8et9 Tumeurs les plus agressives



4- Epidémiologie

Le cancer du sein occupe le premier rang en termes d’incidence a 1’échelle du globe avec 2,2
millions de cas recensés en 2020. Il représente également la premiére cause de mortalité
féminine par cancer dans le monde. En effet, prés de 685 000 femmes sont mortes du cancer du
sein cette méme année OMS (2020). Selon cette méme source, environ 1 femme sur 12 risque

de développer un cancer mammaire au cours de sa vie.

Aux Etats-Unis, environ 246 660 nouveaux cas de cancer du sein ont été diagnostiqués en 2016
et 40 450 femmes en seraient mortes (SIEGEL et al., 2016).

En France, 54 062 nouveaux cas ont été enregistrés en 2015 avec une mortalité de 12 492
(LEONE et al., 2015).

Le taux de survie a moins 5 ans apres le diagnostic varie considérablement selon les pays. En
effet, ce taux frdle les 90 % dans les pays a revenu élevé tel que la France ou le Canada et n’est

que d’environ 40% pour les pays Africains OMS (2020).

En Algérie, une tendance défavorable de 1’incidence du cancer du sein a été observée entre
1996 et 2019 (RAIAH et al., 2022). Le cancer du sein est également devenu un Véritable
probleme de santé publique et vient en premiere position des cancers les plus fréquents chez la
femme avec 14000 nouveaux cas enregistrés chaque année, dont un taux important apparait
avant I’age de 40 ans, contrairement au pays occidentaux ou le cancer mammaire apparait apres

I’age de 60 ans et plus (HAMDI CHERIF et al., 2020).

Des enquétes nationales approfondies et une attention particuliere devraient étre entreprises
pour comprendre les facteurs de risque pouvant expliquer cette survenue précoce des cancers

du sein chez les femmes algériennes.

Depuis les années 2000, la mortalité est en diminution particulierement dans les pays
développés et ce grace a des diagnostics plus précoces, une meilleure prise en charge
thérapeutique en plus de la diminution des prescriptions des traitements substitutifs de la
ménopause (MERIAUX et al., 2014).



5- Facteurs de risque

Parmi les facteurs de risques les plus incriminés, nous avons :

5-1 Sexe : le cancer du sein presente une prédominance féminine. 11 touche donc essentiellement

les femmes. En effet, seulement 1% d’hommes sont concernés (INCa, 2016).

5-2 Age : la probabilité de développer un cancer du sein augmente avec I’Age. Le jeune age
(inférieur a 35 ans) est un facteur de mauvais pronostic indépendant car la majorité des patientes
présentent des tumeurs triples négatives et ne peuvent donc bénéficier d’aucune thérapie ciblée.
En effet, une étude de CANCELLO et son équipe (2002) effectuée sur 2970 patientes montre
que les patientes agées de moins de 35 ans présentaient plutét des tumeurs triples négatives.

Cependant le cancer du sein est plus rare avant 30 ans.

5-3 Prédisposition génétique : seul 5 a 10% des cancers du sein sont d’origine génétique
(STRATTON et al., 2008). 80% des cas seraient liés a des altérations du géene suppresseur de
tumeur BRCA1 (BReast Cancerl) localise sur le chromosome 17 codant une protéine de 1863
acides aminés et 15% a l’altération de BRCA2 localisé sur le chromosome 13 codant une
protéine de 3418 acides aminés. La mutation d’un seul des alleles d’un de ces deux genes

augmente le risque du cancer du sein.

5-4 Imprégnation ostrogénique : Les études épidémiologiques ont clairement montré une
association entre les facteurs hormonaux, la vie reproductive et le risque de développer un
cancer du sein (MOMENIMOVAHED et al, 2019). Une puberté précoce, une menopause
tardive augmentent le risque du cancer du sein (CLAVEL CHAPELON et al., 2002). Ces deux
facteurs sont liés au nombre de cycles menstruels vécus par une femme et donc a la stimulation
des seins par les cestrogenes a chaque cycle.

Selon une étude récente, I’4ge de la ménarche et de la thélarche sont des facteurs importants.
En effet, un développement précoce des seins (moins de 10 ans) au lieu de 12 a 13 ans est
associé a un risque 23% plus éleveé de cancer du sein. Une ménarche précoce (avant 12 ans) est
associée a une augmentation de 10% du risque de cancer du sein. Une combinaison d’une
thélarche précoce et d’une ménarche précoce est associé¢e a une augmentation de 30% du risque

(GOLDBERG et al., 2020).
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Les femmes ayant eu au moins une grossesse a terme ont moins de risque de développer un
cancer du sein que les femmes nullipares. Cette diminution du risque est due a la différenciation
des lobules qui passent du stade Lob 1 au stade Lob 4 (différenciés) perdant alors leur capacité
proliférative. Donc plus le nombre de grossesses est élevé plus il y a diminution du risque du
cancer du sein (HINKULA et al., 2001). Toutefois, I’age de la premiére grossesse est également
important. Les femmes accouchant aprés 1’age de trente ans ont un risque cinq fois plus élevé
que celles accouchant avant 1’age de vingt ans, car c’est le premier accouchement qui induit la
différenciation et la perte de la capacité proliférative des lobules qui ont donc moins tendance
a développer des mutations. Donc, plus tard, les seins atteignent leur maturité plus ils sont
susceptibles de développer un cancer.

L’allaitement offre un effet protecteur additionnel significatif contre le cancer du sein. En effet,
ce dernier est un facteur différenciant des cellules mammaires et ce en plus du niveau
d’cestrogene faible pendant cette période qui réduit la durée d’exposition de la glande
mammaire a 1’cestradiol (MOMENIMOVAHED et al, 2019).

L’avortement pourrait étre un facteur de risque. L hypothése étant que 1’épithélium canalaire et
glandulaire mammaire laissé en état de proliferation (augmentation du nombre de cellules
indifférenciées en début de grossesse sous I’action des cestrogénes) serait plus sensible aux

carcinogenes (MOMENIMOVAHED et al, 2019).

5-5 Facteurs environnementaux : Il est clair que le risque de développer un cancer du sein est

influencé par I’environnement et le mode de vie (EL FOUHI et al 2020). Nous pouvons citer :

- La sédentarité est un facteur de risque. En effet, ’activité physique et le risque de
cancer du sein sont inversement corrélés. La protection serait proportionnelle a
I’intensité et la fréquence des exercices (MONNINKHOF et al., 2007). Selon une étude
américaine récente, présentée lors de la conférence de I’Americain Association for
Cancer Reearch (AACR), un niveau élevé de masse corporelle augmente le risque de
développer un cancer du sein invasif malgré un IMC (Indice de masse corporelle)
normal particulierement chez les femmes ménopausées (Anonyme 3). Pour chaque
augmentation de cing kilogrammes de graisse, le risque de cancer du sein RE+
(Récepteurs d’cestrogeénes) augmente de 35% malgré un IMC normal, rapporte
I’étude ». D’ailleurs, 1'un des objectifs du Plan Cancer 2014-2019, recommande de

pratiquer une activité physique a toute age pour réduire le risque de survenu du cancer.
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L’alimentation influence également. La consommation de sucreries, de viande, en
particulier rouge et de matieres grasses insaturées est un facteur potentiellement
aggravant a I’inverse des fruits et Iégumes et des huiles (olives, tournesol, arachide...).
Cela concorde avec I'impact de 1’obésité, sans doute en raison de la production
supérieure d’hormones par le tissu adipeux (DANDAMUDI et al., 2018).
L’augmentation du risque avec la consommation d’alcool est due au fait que ce dernier
augmente le niveau des facteurs de croissance circulants 1’Insulin-like Growth Factor
(IGF) et allonge la demi-vie de I’cestradiol (FEIGELSON et al, 2011).

Une étude suédoise a révélé qu’une consommation excessive (2 portions ou plus de lait
par jour) a long terme est associée a un sur-risque de 30% de cancer du sein RH positifs
(KALUZA et al., 2020).

Le travail nocturne : les études sont formelles, le travail de nuit favorise le cancer du
sein chez la femme, en particulier chez celles ayant travaillé plus de 20 ans (BENABU
et al., 2015). En effet, le travail de nuit entraine des perturbations du rythme chrono-
biologique a l’origine de la sécrétion de la mélatonine, qui en plus de ses rdles
protecteurs de I’ADN et antioxydant connus, aurait un réle dans le blocage du
développement tumoral. Des expériences in vitro sur des cellules cancéreuses et in vivo
sur des souris génétiqguement modifiées pour développer un cancer du sein ont démontré
que les tumeurs étaient beaucoup plus petites quand les souris avaient recu de la
mélatonine. Le bénéfice de la supplémentation en mélatonine reste a évaluer (BENABU
et al., 2015).

Plusieurs agents chimiques sont considérés comme étant carcinogénes pour le sein : les
organochlorés (DDT, dioxine...) sont des xénoestrogeénes c’est a dire qu’ils ont une
activité cestrogénique ou anticestrogenique par la liaison aux RE, ils interférent donc
avec les voies de signalisation des cestrogenes.

Une étude rétrospective récente a mis le doigt sur un lien entre les maladies bénignes
du sein et le risque de cancérisation. Les résultats ont révélé que le risque de cancer du
sein était trois fois plus élevé chez les femmes qui présentent une maladie mammaire
bénigne proliférative (ROMAN et al., 2020).

Selon une étude réalisée aux Etats-Unis, I’exposition au soleil serait bénéfique et
négativement corrélée a la mortalité par le cancer du sein. Il est donc supposé que la
vitamine D jouerait un rble protecteur (GUIGON, 2006). Cependant, des essais
cliniques restent indispensables pour déterminer la dose de vitamine D qui jouerait un
role protecteur (SHAO et al., 2012).

12



6- Les types de cancer du sein

Il est, depuis longtemps, admis que le cancer est une maladie des génes. Ainsi, on
distingue deux groupes de cancer du sein. Quand 1’anomalie génétique est constitutionnelle il
s’agit d’un cancer du sein familial héréditaire, si elle est somatique elle aboutit & un cancer du

sein sporadique.
6-1 Cancer du sein familial héréditaire lié a BRCA1 et BRCA2

Le cancer héréditaire représente 5 a 10% des cas de cancer du sein (STRATTON et al.,
2008). Il est le résultat d’une mutation d’un des deux alléles d’un géne suppresseur de tumeur
(BRCA1-BRCAZ2). Cette mutation est présente dans les cellules germinales des parents et se
transmet sur un mode autosomique dominant. BRCA1 (chromosome 17) et BRCAZ2
(chromosome 13) sont des genes codants des protéines impliquées dans la réparation de I’ADN,
la régulation négative du cycle cellulaire et ’apoptose, en plus de la suppression des tumeurs.
Plus de 500 mutations ont été identifiées pour chacun d’eux. Elles entrainent une perte de la
fonction de la protéine (COUCH et al., 2002). La majorité des cancers héréditaires (80%) ne
sont pas hormono-dépendants c'est-a-dire négatifs pour les récepteurs aux cestrogénes et

récepteurs a la progesterone (RE et RP).
6-2 Cancer du sein sporadique

Les cancers sporadiques représentent la majorité des cas de cancer du sein. Ils sont
généralement hormono-sensibles. Les cellules cancéreuses présentent alors des récepteurs
hormonaux et leur prolifération est sous la dépendance des stimulations hormonales. Ce type
de cancer est le résultat d’une accumulation d’altérations dans les génes somatiques des cellules
de la glande mammaire, sans implication des cellules germinales. C’est un cancer tres
hétérogene car il résulte de combinaisons d’altérations géniques diverses (altération des genes
suppresseurs de tumeurs, des génes régulant I’apoptose ...etc.). Dans les cancers sporadiques,
la positivité des récepteurs atteint les 70%. La formation de métastases a pour origine la
dissémination des cellules cancéreuses a partir de la tumeur primaire infiltrante dans tout
I’organisme via la circulation sanguine et/ou lymphatique. Des tumeurs secondaires
apparaissent alors dans des tissus distants de la tumeur primaire (JULIEN et al., 2004).

En général, dans 70 a 80% des cas, le développement métastatique débute par un envahissement
des ganglions axillaires et s’étend par la suite vers le reste de I’organisme. Cette étape n’est

cependant pas obligatoire, 20 a 30% des patientes présentant un cancer invasif présentent des
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métastases distantes sans envahissement ganglionnaire. En plus des ganglions, les organes
touchés par les métastases du cancer du sein sont les os (moelle osseuse), les poumons et le foie
(KIM, 2021).

7- Cancerogenése mammaire

La cancérogénése mammaire est un phénoméne multifactoriel, lent et progressif
impliquant des anomalies de plusieurs genes qui aboutissent a des altérations permettant aux
cellules d’acquérir un pouvoir prolifératif transmis de la cellule meére aux cellules filles,
favorisant donc la croissance clonale rapide.

Il existe des anomalies génétiques constitutionnelles dans les formes héréditaires et
anomalies génétiques somatiques dans les formes sporadiques. Dans les deux cas, le processus

passe par plusieurs stades anatomo-pathologiques (Figure N° 05).

Le premier stade est qualifié d’hyperplasie qui est un simple épaississement de 1’épithélium
concerng, due a une prolifération excessive de cellules qui gardent des rapports normaux ainsi
que leur morphologie. Le second stade est la dysplasie ou hyperplasie atypique ou les cellules
proliférantes commencent a présenter des anomalies morphologiques. Le stade suivant est la
néoplasie in-situ (stade pré-cancer) qui se caracterise par une prolifération de cellules ayant une
désorganisation architecturale marquée et des anomalies nucléo-cytoplasmiques. Le dernier
stade, le plus évolué est le cancer invasif ou les cellules tumorales franchissent la membrane

basale et envahissent les structures adjacentes (Mc SHERRY et al., 2007).
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Figure N°05 : Evolution des stades anatomopathologiques du cancer du sein (Mc SHERRY

et al., 2007).

Ces diverses altérations génetiques conféerent aux cellules certaines capacités (HANAHAN et

al

., 2011) (Figure N°06) :

Insensibilité au rétrocontréle et aux inhibiteurs physiologiques de la croissance cellulaire par
inactivation du récepteur ou de la chaine de transduction de signaux antiprolifératifs tels que
TGFp (Transforming Growth Factor béta) qui a pour role le contrdle de la prolifération
cellulaire et I’inactivation des mécanismes de contrdle du cycle cellulaire (altération des
inhibiteurs de cdk (cyclin-dependent kinase, altération des protéines Rb, p53...etc.)
Echappement a I’apoptose par expression anormale des protéines intervenant dans la mort
cellulaire (P53 qui détecte les dommages cellulaires, surexpression de la protéine anti-
apoptotique BCL2 (B-Cell Leukemia protein 2), expression anormale des protéines pro-
apoptotiques BAX, BAK.. etc.)

Croissance exagérée indépendante des stimuli externes par surexpression d’un ou plusieurs
maillons des chaines de transduction des signaux mitogenes, la production autocrine des
facteurs de croissance (boucle de rétrocontrole positive) ainsi qu’une surexpression des
récepteurs des facteurs de croissance avec induction de la production de ces facteurs par le

stroma tumoral.
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Echappement au systéeme immunitaire par répression de 1’expression de la protéine FADD
(Fas Associated Death Domain) impliquée dans la transduction des messages d’apoptose
transmis par les récepteurs de mort cellulaire « Fas », I’induction de I’apoptose des effecteurs
de I’'immunité par expression des ligands des récepteurs de mort ainsi qu’une sécrétion de
cytokines inhibant la réponse Thl et une diminution de I’expression du CMHI.

Immortalité cellulaire par surexpression du géne de la télomérase hTERT (human
Telomerase Revers Transcriptase). Il y a donc réactivation de I’activité télomérase
empéchant le raccourcissement des télomeres. Les séquences répétées situées aux extrémités
des chromosomes sont compensées par ajout de répétions télomeriques grace a la télomerase,
permettant aux cellules de proliférer indéfiniment.

Néo-angiogenese (Angiogenese tumorale) par modification de 1’équilibre entre activateurs
et inhibiteurs de ’angiogenc¢se.

Pouvoir envahissant et métastasique par modulation de I’expression des molécules
d’adhésion intercellulaires (cadhérines) et d’adhésion a la matrice (intégrines) et sécrétion
d’enzymes protéolytiques capables de dégrader la membrane basale et la matrice

extracellulaire.

Autosuffisance en
facteurs de croissance

Echappementa la mort Insensibilité aux
cellulaire programmée signaux extérieurs

Induction de Invasion des tissus et
l'angiogenése formation des métastases

Potentiel de réplication
illimité

Figure N°06 : Les processus cellulaires impliqués dans la tumorigenése (HANAHAN et al.,
2011).
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8- Régulation et dysrégulation : role des récepteurs hormonaux et de I’oncogene

HER2 dans le cancer du sein
8-1 Les récepteurs hormonaux (RE, RP)

La croissance des seins au moment de la puberté est sous I’influence des hormones
stéroidiennes notamment, I’cestrogéne et la progestérone (GUPTA et al., 2006). Ces dernieres
agissent via des voies de signalisation cellulaires suite a leur fixation sur leurs récepteurs
nucléaires, respectivement récepteur a 1’cestrogéne (RE) et récepteur a la progestérone (RP).
Cette fixation influence de maniere directe ou indirecte sur I’expression de certains geénes.

Ces hormones et plus particulicrement les cestrogenes modifient le controle du cycle
cellulaire en diminuant I’action apoptotique et en augmentant la prolifération cellulaire
(YAGER et al., 2006).

La majorité des cancers du sein sont hormono-dépendants avec une prédominance dans
les cancers sporadiques. A ce niveau, des RE et RP sont exprimes dans les cellules cancéreuses.
La prolifération de ces dernicres est donc stimulée par I’imprégnation hormonale (CLARK et
al., 2004). L’évaluation de I’expression des récepteurs hormonaux dans les cancers mammaires

invasifs est systématique depuis plus de trente ans (HAMMOND et al., 2010).

8-1-1 Influence des hormones stéroidiennes sur le cancer du sein héréditaire

Sur le plan biologique, de multiples interactions entre le géne BRCA1 et les cestrogeénes
ont été mises en évidence. Dans les conditions normales nous avons :

- Les cestrogeénes induisent la prolifération cellulaire mais également I’expression de
BRCAL qui corrige les erreurs du génome liées a la prolifération (BRETTES et al.,
2007) ;

- BRCALI bloque le RE en inhibant la synthése de I’isoforme REa responsable de la
prolifération cellulaire (BRETTES et al., 2007) ;

- Une des fonctions essentielles de BRCAL pourrait étre de protéger le sein durant la
puberté et la grossesse contre l'instabilité génétique secondaire a la prolifération induite
par les cestrogénes. En effet 'augmentation du taux d’cestrogeénes induit une

augmentation de la transcription de BRCA (MAUDELONDE et al., 2007).
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La protéine BCRAI normale s’oppose donc a I’effet mitogéne des cestrogenes, en plus de

réparer les 1ésions de I’ADN.

Une mutation de BRCAL avec perte de la fonction de sa protéine implique :

Une perte du controle de la synthése REa et de son inhibition ;

Une perte de la protection du sein contre I’instabilit¢é génomique induite par les
cestrogenes et leurs effets mutagenes ;

Perte de la propriété de réparation de I’ADN, rendant les cellules plus sensibles aux
effets mutagenes indirects ou directs des cestrogenes (effet promoteur). Cet effet
promoteur est médié par le rdle initiateur que peuvent avoir les cestrogénes en
provoquant des Iésions directes sur I’ADN via leurs métabolites appelés adduits de

’ADN (MARTIN et al., 2007).

Les mécanismes d’action de ces hormones et de leurs récepteurs dans la carcinogénése

mammaire ne sont pas encore bien élucidés. Cependant, plusieurs hypothéses sont émises :

Augmentation de la production d’cestrogenes dans les cellules cancéreuses et le tissu
adipeux qui entoure la tumeur par augmentation de I’activité aromatase provoquée par
des facteurs sécrétés par les cellules tumorales ou inflammatoires (facteurs de
croissance, prostaglandines...) (BRETTES et al., 2007). Globalement, ces cestrogénes
agissent en raccourcissant la durée de la phase G1 c’est a dire en accélérant 1’entrée des
cellules en phase S, ce qui entrave le processus de réparation ;

Surexpression du REa suite a une mutation augmentant ainsi la sensibilité aux
cestrogenes (HOPP et al., 2002) ;

Surexpression d’un coactivateur ou sous-expression d’un corépresseur du RE
dérégulant ainsi son activité (MURPHY et al., 2003) ;

Augmentation du ratio REo/RE par diminution de I’expression du REP lors des étapes
précoces de la tumorigenese. Le REP étant un dominant négatif du REa, sa diminution
entraine 1’augmentation de 1’activité proliférative dont est responsable le REa. Cette
dérégulation est due au fait que la cellule cancéreuse produit ses propres REa. (régulation

autocrine) (BRETTES et al., 2007) ;
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- REa couplé aux cestrogenes stimule la prolifération cellulaire via la modulation de
I’expression des régulateurs du cycle cellulaire tel que Kinase cycline-dépendantes,
cycline D1, C-Myec...etc. (REID et al., 2005) ;

- Les cestrogénes présentent un effet prolifératif sur les cellules de la glande mammaire.
Ces derniéres étant soumises a une prolifération cyclique lors du cycle mensuel,
augmente le risque d’erreur lors de la réplication de ’ADN (CLARK et al., 2004).
Lorsque ces mutations ont lieu dans les génes impliqués dans la réparation de I’ADN,
la prolifération cellulaire ou I’apoptose, le processus tumoral est enclenché ;

- L’acide gras synthase est une enzyme surexprimée dans le cancer du sein. Elle est
induite par les progestatifs, plusieurs facteurs de croissance et produits d’oncogenes tels
que Neu/HER2. Cette enzyme facilite la croissance tumorale et son inhibition stimule
I’apoptose des cellules cancéreuses ;

- Dans les cancers du sein il y a surexpression du RPA et donc dérégulation du ratio
RPA/RPB. Cette surexpression entraine un changement morphologique cellulaire et une
perte de I’inhibition de contact (JACOBSON et al., 2003).

8-2-Oncogene HER?2

Le gene (HER2) Human Epidermal growth factor 2 a été identifié pour la premiére fois
en 1981, suivi de la découverte du récepteur HER2 localisé a la surface des cellules en 1987.
C’est également en 1987 que SLAMON décrit son importance biologique dans le cancer du
sein (BARTLETT et al., 2003). En 1998, la thérapie ciblée voit le jour avec I’apparition de

I’herceptine qui est un anticorps murin humanisé anti-HERZ2.

Le proto-oncogéne HER2-neu situé sur le chromosome 17 code la protéine HER2 aussi
appelé erbB2 en raison de sa similarité de séquence avec I’oncogéne viral V-erbB2 (virus de
I’érythroblastose aviaire) (MANNER et al., 2004). Cette derniére est un composant normal
exprimé par un grand nombre de cellules épithéliales. La transformation de ce proto-oncogene
en un oncogene qui initie la survenue du cancer, se fait dans 95 % des cas par amplification
génique, c'est-a-dire par une surexpression due a la production de plusieurs copies du géne

(PEREZ, 1999) (Figure N°07). D’autres altérations génétiques peuvent étre a ’origine de cette
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activation telle que la mutation du gene, altération au niveau trancriptionnel, troncation de la

protéine...etc.

Cellule Normale Cellule HER2 +++
Récepteur HER2
Gene HER2 ]
(ErbB2) g g

Noyau

Amplification : plusieurs génes HEE2
surexpression : plusieurs récepteur HER2

Figure N°07 : Différences d’expression du récepteur HER2 entre les cellules normales et les

cellules cancéreuses (PENAULT-LLORCA et al., 2004)

8-2-2 Description du récepteur HER2, des mécanismes de son activation et signalisation

intracellulaire

Le recepteur HER2 fait partie de la famille des EGFR (Epithelial Growth Factor
Receptor). Cette glycoprotéine de 185kDa possede 3 domaines: une région intra-
cytoplasmique a activité tyrosine kinase, une région transmembranaire composée d’un segment
lipophile qui permet I’ancrage du récepteur aux membranes cellulaires et une région
extracellulaire composée de quatre sous unités (I-1V) liant le ligand (MAADI et al., 2021).
Cependant, aucun ligand ayant une grande affinité pour HER2 n’a été¢ découvert (récepteur
orphelin). De plus, la conformation de son domaine extracellulaire est fixe et ressemble a celle
de I’état activé par le ligand (Figure N°08.) Son activation peut étre alors expliquée par le fait
qu’il soit le partenaire de choix dans les hétérodiméres, il est donc transactive par le ligand

reconnu par 1’autre sous unité (BURGESS et al., 2003).
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Figure N°08 : Structure du récepteur HER2 (ErbB) (GARRETT et al., 2002).

La région extracellulaire de chaque ERBB est composée de 4 domaines (I-IV). En I’absence de ligand, ’ERBB3
a une structure particuliére (a). Quand les domaines | et Il lient la neuréguline (NRG), le bras de dimérisation du
domaine 11 est exposé (b) ce qui entraine une réaction récepteur-récepteur (c). L’ERBB2 a une conformation fixe

qui ressemble a 1’état de ’ERBB3 activé par le ligand.

L’hétérodimérisation d’HER2 avec un autre récepteur de la famille ErbB est suivie
d’une autophosphorylation des résidus tyrosine kinase. Les phosphotyrosines servent de site de
reconnaissance pour des protéines intracellulaires a 1’origine de I’activation des voies de
signalisation. Les voies de signalisation activées sont la voie IP3Kinsae et la voie RassMAPK
(Mitogen-Activated Protein Kinase). Ces voies permettent d’activer des protéines impliquées
dans la survie, la prolifération et la migration cellulaire, le pouvoir métastatique ainsi que
I’angiogenese (Figure N° 09) (MAADI et al., 2021).

Les signaux transmis par le biais des hétérodimeres contenant HER2 sont beaucoup plus
puissants car HER2 diminue la vitesse de dissociation du ligand prolongeant ainsi la durée du
signal d’une part et ralentit I’internalisation du complexe favorisant son recyclage a la surface
cellulaire au lieu de sa dégradation d’autre part. Cela est dii a un couplage inefticace entre HER2

et la ligase Cbl-E3 qui permet la dégradation protéique dépendante de 1’ubiquitine.

Les cancers du sein suréxprimant HER2 (HER2™) sont donc plus agressifs et ce par la formation

de nombreux hétérodimeéres contenant HER2 dont découlent des signaux mitotiques tres
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puissants. Le test de la surexpression de la protéine HER2 est recommandé dans tous les cancers
du sein invasifs car dans le cas ou ’'HER2 est positif, la patiente bénéficiera d’un traitement
ciblé auquel nous reviendrons plus tard. La positivité de 'HER2 était donc de mauvais
pronostic jusqu’a I’avénement de la thérapie anti-HER2 (WOLFF et al., 2013).

Dans les cellules normales ot HER2 est normalement exprimé (environ 10000 récepteurs par
cellules), les hétéro-diméres contenant HER2 sont peu nombreux. Leur internalisation et leur
dégradation par le protéasome est plus aisée, leurs signaux sont donc contrdlables et la

croissance cellulaire est normale.

HERI1, HER2,
HER3, or HER4,

A ARRRRRA R

A A A
x

Figure N°09 : Les voies de signalisation intracellulaires médiées par HER2 (PINES et al.,
2010)

9-Traitements du cancer du sein

L’arsenal thérapeutique pour lutter contre le cancer du sein est efficace. En plus du
traitement chirurgical local s’ajoutent des traitements néo-adjuvants (préopératoire) ou
adjuvants (post opératoire) que sont la chimiothérapie, la radiothérapie, I’hormonothérapie et
la thérapie ciblée, seule ou en association. Malgré leur bénéfice certain, ils engendrent de lourds

effets secondaires.
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9-1 La chirurgie

La chirurgie est en général la premiere ligne de prise en charge thérapeutique. Elle varie
en fonction du stade et du potentiel évolutif de la tumeur.
Dans les cas les plus agressifs, on réalise une mastectomie radicale qui consiste en une ablation
compléte du sein, des muscles pectoraux avec curage axillaire systématique (Figure N°10 A).
Cependant, on favorise des traitements de plus en plus conservateurs pour les cancers les moins
avancés. On peut réaliser une mastectomie partielle qui consiste en I’exérése dune partie
seulement de la glande mammaire avec une exploration par la procédure du ganglion sentinelle
du creux axillaire afin d’éviter son évidement complet et ses conséquences potentiellement
invalidantes.
Une tumoréctomie peut également étre réalisée (tumeur de petite taille < 2cm). Elle consiste en
une exérese locale de la tumeur, en préservant au maximum la glande mammaire (Figure N°10
B) (MARIE, 2019).

B- TUMORECTOMIE _

Figure N°10 : Photographie comparative entre la mastectomie et la tumorectomie (Anonyme
02)

9-2 La Chimiothérapie

Le cancer du sein est I’un des cancers les plus chimio-sensibles (SAGLIER et al., 2003).
La chimiothérapie peut étre utilisée en situation néo-adjuvante pour réduire la taille de la tumeur
et permettre ainsi un traitement chirurgical conservateur, en situation adjuvante ainsi qu’en
situation métastatique.
Le principe de la chimiothérapie est d’empécher la division des cellules engagées dans le cycle
cellulaire. Les substances utilisées a cet effet sont capables d’endommager les cellules, elles
sont dites cytotoxiques. Dans 1’objectif de réduire les résistances précoces, la poly-
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chimiothérapie est plus souvent utilisée par rapport a la mono-chimiothérapie (ARNAUD et al.,
2013).
Malgré I’efficacité de cette thérapie, sa non spécificité est un inconvénient majeur car les agents
chimiothérapeutiques attaquent I’ensemble des cellules en division sans aucune distinction
entre les cellules saines et les cellules tumorales. Elle présente donc de nombreux effets
secondaires tels que I’alopécie, anémie, immunodépression, diarrhées et vomissements...etc.
Les principaux medicaments antimitotiques utilisés dans le cancer du sein sont :
- Les Taxanes qui stabilisent exagérément le fuseau mitotique empéchant ainsi les
cellules de se séparer ;
- Les Antracyclines qui s’intercalent entre les brins d’ADN et inhibent 1’activité de la
topoisomérase 11 qui permet la fusion des brins préalable a leur réplication ;
- Les Antimetabolites qui inhibent la synthése de I’ADN en bloquant I’activité de la
thimidylate synthase dont le role est la biosynthese de la thymidine.

Une méta analyse regroupant des essais randomisés sur 1'usage de la chimiothérapie adjuvante
a démontreé que cette derniére pouvait réduire le risque de mortalité par cancer mammaire de 30
a 40% par rapport aux patientes sans chimiotherapie (PETO et al., 2012). De nos jours, 60 a
70% des patientes atteintes de cancer du sein bénéficient systématiquement d’une

chimiothérapie en post chirurgie (BENDIB, 2023).

9-3 La radiothérapie

La radiothérapie est un traitement locorégional utilisant des rayons ciblés pour détruire
les cellules tumorales et ce en Iésant leurs chromosomes ce qui bloque leur division et induit la
mort cellulaire. Il existe deux types de radiothérapies :

- La radiothérapie externe : elle est réalisée par un accélérateur linéaire de particules

(Rayons X ou électrons). La destruction des cellules cancéreuses se fait a travers la peau.

Elle représente la technique la plus utilisée.

- La curiethérapie : elle utilise des rayonnements gamma délivrés par des sources
radioactives placées dans la tumeur et a son voisinage (Figure N°11). Elle est utilisée

pour des tumeurs accessibles et de petit volume.
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Figure N° 11 : Photographie représentative de la curiethérapie (Anonyme 02)

La radiothérapie peut étre préopératoire permettant la régression tumorale, mais le plus
souvent elle est délivrée apres la chirurgie, qu’elle soit conservatrice ou pas. Les sites irradiés
peuvent étre le sein opére, le lit tumoral, les aires ganglionnaires (axillaires, sus-claviculaires,
mammaires internes), la paroi thoracique et certaines localisations métastasiques (MOUSSEAU
et al., 2002). Le but de la radiothérapie est de limiter le risque de récidive locale et régionale
ainsi que la diminution du risque de métastases secondaires.

Il peut s’agir d’une IPS (Irradiation Partielle du sein) ou d’une ISE (Irradiation du Sein Entier).
Dans ce domaine-la, une méta-analyse trés recente incluant 9758 patientes a été réalisee en
effectuant une recherche dans la base de données de MEDLINE (2005-2020). L’objectif est de
comparer 1’efficacité et la toxicité de I'IPS et de I'ISE en évaluant le taux de récidive de la
tumeur dans le sein ipsilatéral. L’étude a conclu que I’'IPS n’est pas moins efficace que I'ISE,
mais elle est moins toxique. De plus, le type d’IPS n’a eu aucun impact sur la conclusion de la

méta-analyse, qu’elle soit faite en curiethérapie ou en radiothérapie externe (SHAH et al.,

2021).
9-4 Hormonothérapie

L’hormonothérapie est indiquée des que la tumeur est positive pour les RH. Le but de
I’hormonothérapie est de priver les cellules tumorales de cette influence hormonale inhibant
ainsi la prolifération tumorale et/ou entrainant la mort des cellules cancéreuses. Il existe deux

types d’hormonothérapie :
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9-4-1 Hormonothérapie suppressive

Il existe deux types d’hormonothérapie suppressive, selon que la femme soit

ménopausée ou pas (SAGLIER et al., 2003).

Chez la femme non ménopausée, la suppression de la production ovarienne
d’cestrogenes peut se faire par castration irréversible (chirurgicale ou radiothérapique) ou par
castration réversible (castration médicale) en utilisant des agonistes de la LH-RH (Luteinizing
Hormone Releasing Hormone (ou GnRH : Gonadotropin Releasing Hormone) (JONES et al.,
2004). Ce sont des médicaments présentés sous forme galénique a libération prolongée tel que
la triptoreline (DECAPEPTYL®).

Chez la femme ménopausee, la suppression de la synthése périphérique des cestrogénes
(conversion des androgenes surrénaliens) se fait via des inhibiteurs de 1’aromatase (anti-
aromatases) qui représentent I’hormonothérapie de référence pour cette catégorie de patiente.
En effet, plusieurs auteurs rapportent une bonne survie sans rechute avec une bonne survie
globale (BLISS et al., 2012).

Les anti-aromatases sont des médicaments qui entrent en compétition avec ’aromatase. Les
anti-aromatases de nature stéroidienne (type I) inhibent directement I’enzyme aromatase
(exemestane AROMASINE®) alors que ceux de nature non stéroidienne agissent sur le
coenzyme du complexe enzymatique c'est-a-dire sur la réductase tel que 1’Anastozole

(ARIMIDEX®). Dans les deux cas, ’androgéne T (figure 12) ne sera pas converti en

e

Figure N°12 : Représentation schématique de I’action des deux types d’anti-aromatase

cestrogene.

26



L’hormonothérapie compétitive repose sur 1’utilisation d’anti-cestrogenes qui sont des
inhibiteurs compétitifs des cestrogenes. Il existe deux types d’anti-cestrogénes :
e Les anti-cestrogenes partiels : SERM (Selective Estrogen Receptor Modulator)
(modulateurs sélectifs des RE)
Leur mécanisme d’action est assez complexe et est dii a leur structure tridimensionnelle qui
favorise un effet antagoniste dans la glande mammaire et les cellules tumorales. En effet, la
molécule se lie au récepteur ostrogénique dans le cytoplasme, migre vers le noyau mais il
n’y a pas de transcription comme dans le cas de fixation des cestrogénes (figure N°13).
Les SERM sont des agonistes-antagonistes, tissus et promoteurs spécifiques. En effet, le
RE présente une fonction ligand-dépendante (inhibée par les SERM) et une fonction ligand-
indépendante. Or les SERM activent cette derniére dans certains tissus et présentent ainsi,
une activité ostrogenique sans fixation des cestrogeénes. Cela dépend également de la
quantité de coactivateurs et de corépresseurs présents dans le tissu (SHANG et al., 2002).
Cette activité agoniste est bénéfique dans 1’os par exemple (préservation du capital osseux)
mais néfaste dans 1’utérus (augmentation du risque d’adénocarcinomes)
La molécule la plus utilisée est le Tamoxifene (NOLVADEX) : 1l présente une affinité pour

le RE équivalente a 2,57 de celle du 17B-cestradiol.

- Tam

ER-E

Figure N° 13 : Mode d’action du Tamoxiféne (DE CREMOUX et al., 2004).

e Les anti-cestrogénes totaux : SERD (Selective Estrogen Receptor Degradation). Les
anti-cestrogénes totaux sont des antagonistes pures a activité exclusivement antagoniste.
lls se fixent sur les RE avec une meilleure affinité que les anti-cestrogénes partiels.
Cependant, ils ne permettent ni la dimérisation du récepteur ni sa translocation et
bloquent méme son recrutement au niveau des éléments de réponse aux cestrogenes

(ERE) sur I’ADN. Cela est di a I’instabilité du complexe « RE-anti-cestrogénes totaux »
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qui est rapidement dégradé par le protéasome suite a sa polyubiquitinylation, diminuant
ainsi le niveau de RE cellulaire (BERRYet al., 2008).
Ex : FASLODEX (ICI 182.780) : Il présente une affinité pour le RE équivalente a 897 de celle
du 17B-cestradiol.

Il existe certains cancers hormono-dépendants résistants aux traitements hormonaux.
Heureusement de nouvelles molécules ont été développées pour palier a ce probléeme. Parmi
elles les inhibiteurs des CDK 4/6 (plabociclib, ribociclib, abemociclib), qui couplées a d’autres
molécules tel que le fluvstrant ont abouti a un gain thérapeutique confirmé (LE DU et al., 2019).

9-5 Thérapie ciblée Anti HER2

L’amplification du géne et donc de la surexpression du récepteur de facteur de
croissance HER2 dans certains cancers du sein a conduit au développement d’un traitement

ciblé. Différentes molécules sont utilisées telles que :

-Le Trastuzumab (HERCEPTINE) : 1l s’agit d’un anticorps monoclonal murin de type IgG1
humanise dirigé contre le domaine extracellulaire de HER2. Il a été approuveé par United States
Food and Drugs Administration (FDA) en 1998. Initialement utilisé pour tous les types de
cancer du sein HER2+, aujourd’hui il est plutdt prescrit dans ces types de tumeurs aux stades
précoces conformément aux recommandations de la haute Autorité de Santé de 1’Agence
Européenne du médicament. Sinon en association avec d’autres molécules récemment

découvertes, en cas de cancer métastatique ou localement récidivant (COTTU et al., 2020).

Les mécanismes les plus connus de son effet anti-tumoral sont (Figure N° 14) :

Régulation négative de la synthese du récepteur HER2 ;

- Interaction synergique avec des molécules cytotoxiques (sels de platine et les taxanes)
(PEGRAM et al., 2004) ;

- Le trastuzumab favorise I’internalisation du complexe anticorps-récepteur, puis sa
dégradation par le protéasome par la voie Cbl-E3 ligase en inhibant la dimérisation
d’HER2 (VALABREGA et al., 2005) ;

- Propriétés trés cytostatiques par inhibition de la voie de survie PISBK/AKT et de la voie
de prolifération MAPK (SILWKOWSKI et al., 1999) ;

- Inhibition du clivage du domaine extracellulaire (MOLINA et al., 2001) ;
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- Inhibition de I’angiogénése par diminution des facteurs angiogéniques (VEGF, TGF-
a...) (IZUMI et al., 2002) ;

- Inhibition des génes de réparation de I’ADN (préalablement détériorés par
chimiothérapie et/ou radiothérapie) ;

Action extracellulaire Action intracellulaire
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Inhibition de la trans- Inhibition du clivage Inhibition de Inhibition de I3 réparation
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Figure N°14 : Mode d’action du Trastuzumab (Herceptine) (SINGER et al., 2008).

-Le Lapatinib : Le Lapatinib est une petite molécule de la famille des 4 anilinoquiazoline qui
inhibe I’activité tyrosine Kinase des récepteurs HER1 et HER2. Il agit sur plusieurs effecteurs
intracellulaires, inhibe les signaux de prolifération en neutralisant la voie MAPKinase et les
signaux de survie cellulaire en inhibant la voie PI3K /AKT (Figure N°15) (VOIGTLAENDER
et al., 2018).

29



" Ligands F v
@ ErbB2 IGF-IR

p95 ErbB2

|ul|INl|I‘INIIIIM|IOI‘NN“II RIRLELILRIR R DL L w

. Lapatinib
Lapatinib
Lapatinib

EE

1 PTEN

Prolifération cellulaire

Figure N°15 : Mode d’action du Lapatinib (VOGEL et al., 2010)

-Trastuzumab emtansine T-DM1 (KADCYLA) : Le trastuzumab emtansine (T-DM1)
approuveé en 2013, est une combinaison de deux molécules (médicament conjugué) : le
Trastuzumab et le DM1 dérive de la maytonsine lié par une liaison thioéther stable MCC (N-
maleimidomethyl cyclohéxane-1-carboxylate). Le trastuzumab est donc I’anticorps monoclonal
humanisé dirigé contre HER2. Il conserve I’intégrité de ses mécanismes anticancéreux malgre
sa conjugaison a DM1.

Le DMlest un puissant agent cytotoxique dont le mécanisme d’action consiste a inhiber la
polymérisation de la tubuline provoquant la mort cellulaire. La toxicité de DM1 est plusieurs
fois supérieure a celle des agents de chimiothérapie. De plus, aprés plusieurs cycles de

traitements, aucune accumulation de TDM1 n’a été observée (HUNTER et al., 2020).

La séquence thioéther MCC est stable dans la circulation et ne se désintégre qu’apres
dégradation lysosomale. En bref, I’anticorps se fixe sur le récepteur HER2 des cellules
tumorales puis le complexe TDM1-HER2 est endocyté. Cette internalisation est suivie de la
libération d’enzymes protéolytiques qui, avec I’environnement acide du compartiment
lysosomal, induisent la dégradation de la liaison MCC et donc la libération de DM1 dont
’action anti-microtubulaire induit la mort de la cellule cancéreuse (Figure N° 16) (ERICKSON
et al., 2006).
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Figure N° 16 : Mode d’action du Trastuzumab emtansine (T-DM1) (VACHER et al., 2012)

Le T-DM1lest généralement prescrit en cas de cancer HER2+ métastatique ou localement
avancé (COTTU et al., 2020).

Cette molécule a fait ’objet d’un essai clinique de grande envergure, des travaux ont montré
que le groupe T-DM1, comparativement au groupe Trastuzumab a obtenu une amélioration de
50% de la survie sans maladie et un risque 40% plus faible de récidives a long terme. Suite a
ces résultats, I’ASCO (American Society of Clinical Oncology) a ajouté une recommandation
en 2020, en modifiant la pratique courante et en appelant a administrer du T-DM1 en cas de
maladie résiduelle chez les patientes souffrant de cancer du sein précoce aprés avoir terminé
une chimiothérapie préopératoire standard et un traitement ciblant 'HER2 (DENDULURI et
al., 2020).

-Pertuzumab (PERJETA) : Le pertuzumab est un anticorps humanisé recombinant qui cible
spécifiqguement le domaine de dimérisation extracellulaire (sous domaine II) du récepteur

HER2. Cela induit un blocage de I’hétérodimérisation ligand-dépendante avec les autres
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récepteurs HER (HER3, HERA4...). Le pertuzumab permet donc d’inhiber I’activation des voies
de signalisation ligand-dépendante entrainant un arrét de la prolifération cellulaire et I’apoptose.
Initialement. Le pertuzumab faisait partie uniquement de 1’arsenal thérapeutique des cancers
HER2+ au stade métastatique, en accord avec les recommandations Européennes de 2017
(COTTU et al., 2020).

Plus recemment, la molécule a obtenu une nouvelle autorisation de mise sur le marché (AMM)
Européenne, en association au Trastuzumab et a une chimiothérapie dans les traitements
adjuvants des cancers HER2+ précoces a haut risque de récidive (TESCH et al., 2020).
L’importance des nouvelles thérapies qui ont été récemment autorisées a été évaluée par une
étude américaine menée sur plusieurs années de 2000 & 2016. Cette derniére a prouvé une nette
réduction de la mortalité grace aux nouvelles molécules. Dans le cas du cancer du sein le
nombre de déces évité était de 127874 (P<0,001) (MAC EWAN et al., 2020).

9-6 Traitement du cancer du sein type basal (triple négatif)

Une étude suédoise a été publiée dans la revue Nature Medecine en 2018. Les chercheurs se
sont penchés sur une nouvelle stratégie de prise en charge des cancers de type basal dits
également triples négatifs. En effet, ces derniers représentent 10 a 15% des cancers du sein et

sont plus agressifs car insensibles a I’hormonothérapie et a la thérapie ciblée anti-HER2.

La base du traitement repose sur la communication entre les cellules cancéreuses et le tissu
conjonctif qui entoure la tumeur. En effet, un facteur de croissance PDGF-CC qui transmet
I’information entre les cellules tumorales et les cellules du tissu conjonctif a été mis en évidence
a un niveau élevé dans les cellules tumorales. Ce dernier a été associé a un mauvais pronostic.
Les modeles expérimentaux ont donc porté sur I’inhibition du facteur de croissance PDGF-CC
via un médicament. Suite a cette inhibition, le cancer du sein triple négatif est devenu sensible
aux traitements hormonaux (ROSWALL et al., 2018).

Les immunothérapies sont également en cours d’étude telles que : les anticorps anti-HER1, les
anti-VEGF (bévacizumab)..., ces derniers sont également a 1’é¢tude associés a des protocoles

de chimiothérapie (PASSILDAS, 2019).
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Une nouvelle stratégie thérapeutique contre les cancers réfractaires de type basal est également
en cours d’étude et a regu I’approbation de la FDA pour une premicre phase d’essai clinique en
2021. Les recherches ont été menées a I'université du Québec a Montréal (UQAM). En effet,
le professeur Annabi et son équipe ont travaillé sur une plateforme de vectorisation de
medicaments et ont mis au point le TH1902. Ce dernier est une combinaison de deux molécules,
le docétaxel qui est un médicament faisant déja partie de 1’arsenal thérapeutique anti-cancéreux
et un peptide qui cible spécifiqguement les récepteurs de la sortiline (SORT1+). Les récepteurs
de la sortiline sont surexprimés dans plusieurs types de cancer, dont le cancer du sein triple
négatif. La technologie mise au point cible donc spécifiquement les protéines SORT1+
surexprimées a la surface des cellules cancéreuses, servant ainsi de porte d’entrée pour amener

le médicament a I’intérieure des cellules.

Les résultats précliniques du TH1902 ont été tres prometteurs dans les cancers du sein de type
basal. Il a été démontré que chez les animaux, le traitement ralenti la croissance tumorale, voir
méme I’élimine complétement et ce, sans causer les effets secondaires redoutés de la

chimiothérapie tels que la neutropénie, la perte de poids...etc (DEMEUL et al., 2021)
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VIRUS D’EPSTEIN BARR (EBYV)

1-Présentation et classification du virus

Le virus d’Epstein-Barr qui porte le nom de ceux qui ’on découvert en 1964 appartient a la
famille des Herpesviridea, sous famille des Gammaherpesivirinae, genre lymphocryptovirus
(virus caché dans les lymphocytes).

Ce virus ubiquitaire se transmet essentiellement par voie salivaire et est responsable
d’infections dites latentes (persiste tout au long de la vie de I’individu infecté¢) de maniere
asymptomatique.

Au laboratoire, ’EBV ou HHV4 (Human Herpes Virus 4) est capable de transformation
maligne des cellules épithéliales, d’immortalisation des lymphocytes B et d’induction de cancer

chez I’animal (WEN et al., 2022).

2-Structure du virus d’Epstein-Barr

La structure d’EBV est semblable a tous les herpes-virus. D’un diamétre d’environ 150 nm, il
est organisé de I’intéricure vers I’extérieure comme suit (KIEFF et al., 2007) (figure N°17) :
-Un génome viral sous forme d’ADN linéaire double brin ;

-Une nucléocapside de forme icosaédrique qui entoure le génome et qui comprend 162
capsomeres (sous-unités), elle mesure 100nm environ ;

-Un tégument qui est un ensemble fibrillaire asymétrique de phosphoprotéines entourant la
capside. Il est composé de protéines virales et cellulaires telles que la tubuline, protéines de
choc thermique 70 et 90 et cofiline qui sont impliquées dans les étapes de maturation de la
protéine virale et dans les étapes précoces de I’infection (JOHANNSEN et al., 2004) ;

-Une enveloppe lipidique dérivant des membranes nucléaire ou plasmique de la cellule hote
au niveau de laquelle le virus exprime ses antigénes membranaires de nature glycoprotéique
qui conditionnent I’infectiosité du virus dans les premicres étapes de I’infection (adsorption,
fusion, pénétration). L’EBV perd son pouvoir infectieux deés lors que cette membrane est

endommagée.
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Figure N°17 : A. structure du virion d’Epstein-Barr
B. particule virale EBV observée en microscopie électronique (YOUNG et al., 2004).

3-Structure du génome viral

Le génome d’EBV est un ADN linéaire double brin d’environ 172 Kb. Il est organisé de fagon
semblable a celui des autres lymphocryptovirus.
Il est constitué de deux domaines uniques :
e Une région codante courte US (Short Unique region) de 1500 pb ;
e Une région codante longue UL (Long Unique region) de 150 000 pb qui comporte les
séquences répétées IR2, IR3 et IR4 qui la divisent en quatre domaines uniques U2, U3.
U4 et US.

Ces deux domaines sont sépares par des séquences répétées en tandem appelées IR1 (Internal
Repeat 1). Le tout est bordé a ses extrémités par deux séquences répétitives TR (Terminal
Repeat), qui permettent la circularisation du génome viral (YOUNG et al., 2007) (figure 18A).
En effet, dans la particule virale, le génome se trouve sous forme linéaire. En revanche, dans
les cellules hotes, le virus se circularise grace a la fusion des TR et persiste sous forme
épisomale (KIEFF el al., 2007) (figure N°18B).

Des séquences homologues de 1Kpb ont été détectées. L’une a coté de IR2 (séquence DL),
I’autre a coté de IR4 (séquence DR). Elles représentent les deux origines de réplication lytique
d’EBV (Ori Lyt) fonctionnelles durant la phase productive. L’EBV possede également une
origine de réplication latente (Ori P) qui permet le maintien du virus sous forme épisomale

(figure N°18A). Cette forme peut persister tout au long de la vie de I’hote de manicre latente,

35



le génome viral se réplique donc de maniere synchrone au génome de la cellule infectée en
utilisant ’origine de réplication Ori P (HAMMERSCHMIDT et al., 1988). Dans cet état,
quelques genes viraux continuent a s’exprimer et contribuent a I’apparition des cancers.

Dans de rares cas, ’ADN d’EBV semble méme pouvoir s’ intégrer dans le génome de la cellule
héte (TAKAKUWA et al., 2005).

Le génome d’EBV code pour environ quatre-vingt protéines. Certaines sont responsables de la
latence permettant la persistance du virus dans la cellule en absence de synthése de nouvelles
particules virales. D’autres du cycle lytique et sont principalement des protéines de structure,

des enzymes de transcription et de réplication virale (TSELIS, 2013).
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Figure N°18 : A. Représentation schématique de I’ADN linéaire d’EBV (infection lytique)
B. Représentation schématique de I’ADN ¢épisomal d’EBV (infection latente) (YOUNG et al.,
2003).

4-Protéines virales

L’EBV ¢étant capable d’exécuter deux programmes d’expression géniques distincts (cycle

Iytique et cycle latent), il synthétise deux groupes de protéines :
4-1 Protéines de latence

La latence virale permet la persistance du virus dans la cellule héte sans production de virus et
avec une expression réduite d’antigénes viraux.
On compte onze genes de latence, regroupés en trois principales familles :
e La famille de génes codant pour les six protéines nucléaires EBNA (EBV Nuclear
Antigen) : EBNAL, EBNA2, EBNA 3A, EBNA 3B, EBNA 3C, EBNA LP.
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e La famille de génes codant pour les trois protéines membranaires LMP (Latent
Membrane Protein) : LMP1, LMP 2A, LMP2B.
e Lafamille de génes transcrits en deux ARN EBER (Epstein-Barr Encoded small RNA) :
EBER1 et EBER2 qui ne sont pas traduits en protéines.
Différents profils d’expression de ces genes ont été décrits in-vivo et in-vitro aboutissant a
différents stades de latence. Ces stades ainsi que les principales fonctions de ces protéines sont
résumes dans le tableau ci-dessous (tableau 111) (LARRAT, 2010).

Tableau 111 : Stades de latence et principales fonctions des protéines de latence d’EBV.
Protéines  Localisation  Latence Fonctions principales
. Maintien du génome viral sous forme
EBNA1 Nucléaire 1, 11, I .
épisomale.
o Immortalisation des lymphocytes B ;
EBNA2 Nucléaire I _ o ) _
Activateur de transcription cellulaire et virale.
Répresseur de I’action ’EBNA2 ;
EBNA 3A o Se lie a RBP-jkappa ;
Nucléaire I
(EBNAY3) Participe a I’immortalisation des lymphocytes
B.
EBNA 3B ) Inconnue ;
Nucléaire Il o _
(EBNA4) Se lie 8 RBP-jkappa.
Répresseur de ’action d’EBNA2 ;
EBNA 3C o Action sur le cycle cellulaire ;
Nucléaire Il o _
(EBNAG) Se lie a RBP-jkappa ;
Participe a I’immortalisation.
EBNA LP o Cofacteur ’EBNA2 ;
Nucléaire I _
(EBNAD5) Interagit avec p53 et Rb.
Oncogéne majeur transducteur de signaux via
LMP1 Membranaire I, 1l TRAF ver NF-xB et INK ;
Induit bcl2.
LMP2A  Membranaire I, i Prévient la réactivation virale.
LMP2B  Membranaire I, 1l Inconnue.
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Il existe des transcrits de la région BAMH1A qui sont exprimés quel que soit la forme
d’infection (latente ou lytique), ces derniers codent pour des protéines BARFO, RK-BARFO,

A73 et RPMS1 dont les réles sont encore mal connus.

Au cours de ma thése, je me suis intéressee plus particulierement a la protéine LMP1 qui est
I’oncoprotéine majeur de I’EBV, c’est pour cette raison qu’elle sera décrite de facon plus
approfondie.

- Description de la protéine de latence LMP1
LMP1 (Latent Membran Protein 1) est une protéine membranaire de 62 KDa, composée de 386
acides aminés. Elle comprend 3 régions (figure N° 19) :
-Une courte région N-terminale cytoplasmique de 24 acides aminés qui permet 1’orientation de
la protéine dans la membrane et son ubiquitinylation (AVIEL et al., 2000) ;
- Six domaines transmembranaires hydrophobes impliqués dans 1’oligomérisation de la
protéine, ’encrage dans la partie lipidique et la signalisation (HIGUCHI et al., 2001) ;
-Une longue queue C-terminale cytoplasmique de 200 acides amineés, composée de deux
domaines CTARL et CTAR2.

Les deux domaines CTAR permettent I’engagement de molécules effectrices, responsables de
la signalisation de LMP1. En effet, ces derniers interagissent directement avec les membres de
la famille TRAF (TNFR-Associated Factor) via CTARL grace a son site de liaison (PQQAT)
qui est également impliqueé dans la signalisation du récepteur CD40, récepteur considéré comme
I’équivalent cellulaire de LMP1 (MAINOU et al., 2007).

CTAR2, quant a lui, interagit avec TRADD (TNFR-Associated Death Domain) et RIP
(Receptor-Ineracting Protein). Grace au recrutement de ces adaptateurs, LMP1 peut interagir
avec diverses protéines et activer plusieurs voies de signalisation cellulaire.

Les CTAR sont donc responsables de la transduction des signaux de la protéine LMP1
(KILGER et al., 1998).

LMP1 est un récepteur qui ne nécessite pas de ligand et qui est considéré comme
constitutivement actif (ligand indépendant), ce qui le rend apparenté a la famille des TNFR
(Tumor Necrosis Factor Receptor) notamment au CD40. En effet, LMP1 a pu partiellement
substituer le CD40 chez des souris transgéniques qui en sont dépourvus (HOMIG-HOLZEL et
al., 2008).
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Figure N°19 : Structure de la protéine LMP1 (KHANNA et al., 2005).

- Roles de la protéine de latence LMP1
L’expression de LMP1 dans les cancers associés a 'EBV est positivement corrélée a la
prolifération et I’immortalisation des cellules tumorales, ainsi qu’a I’invasion et I’angiogen¢se

(DAWSON et al., 2012).

LMP1 étant un récepteur ligand-indépendant, il interagit avec diverses protéines cellulaires,
affectant ainsi la croissance, la différenciation cellulaire et ’apoptose. Cette interaction se fait
via les CTAR qui recrutent les TRAF, soit directement grace a CTARL ou indirectement via les
TRADD, les RIP et B69 dans le cas de CTAR2 (KILGER et al., 1998) (figure N°20).

La famille des TRAF recrute par la suite des molécules de signalisation qui permettent a LMP1
I’induction des facteurs de transcription NF-kB et AP1 qui sont fortement impliqués dans le
développement embryonnaire et I’oncogenése (ELIOPOULOS et YONG, 1998).

Les voies PI3K (Phosphatidylinositol 3 Kinase) et JINK (c-Jun amino-terminal Kinase), sont
également consécutivement activées (figure N°20), permettant respectivement la survie et la
prolifération des cellules infectées (HOMIG-HOLZEL et al., 2008).

LMP1 peut agir sur ’expression d’autres genes tels que EGFR (Epithelial Growth Factor
Receptor), les molécules de la voie de transduction JAK/STAT et les facteurs anti-apoptotiques
bcl2 (B-cell lymphoma 2), mcl-1 (Myeloid cell leukemia 1) et A20 protégeant ainsi les cellules
de I’apoptose (FRIES et al., 1996).
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LMP1 pourrait aider a I’échappement au systéme immunitaire en contrdlant I’expression des
chimiokines CCL17 et CCL22, les ligands de ces derniéres permettent le recrutement de
cellules Treg, qui sont un sous type de lymphocyte CD4 qui suppriment I’activité des

lymphocytes CD8 empéchant la réponse immunitaire (JORAPUR et al., 2022).

L’oncogénicité de LMP1 est aussi due a son pouvoir de régulation positive de 1I’expression de

la protéine TAZ qui est essentielle a la prolifération des cellules (HE et al., 2016).

LMP1 contribue au pouvoir métastatique des cellules infectées en induisant 1’expression de
certains facteurs angiogéniques (VEGF, FGF2, Cox 2...) et en inhibant ’expression des

suppresseurs de métastases tel que I’E-cadhérine par exemple (HAY ASHI et al., 2003).

LMP1 peut également se retrouver dans les exosomes, c’est-a-dire dans des vésicules
extracellulaires altérant ainsi leurs fonctions. En effet, les exosomes modifiés par LMP1
améliorent la croissance, la migration et le pouvoir invasif des cellules malignes. Ce
mouvement de LMP1 a travers les exosomes permet d’améliorer la progression des tumeurs
lices a ’EBV. Cela signe également un certain controle de ’EBV du microenvironnement

tumoral (HOUALI et al., 2007, HURWITZ et al., 2017).

L’expression de la protéine LMP1 est associée a un mauvais pronostic de survie dans le cas des
lymphomes non hodgkiniens, ce qui n’est pas encore prouvé dans le cas des cancers du sein
associ¢ a ’EBV.

Une expérimentation prometteuse réalisée sur des souris a prouvé qu’un vaccin thérapeutique
ciblant LMP1 pourrait supprimer la croissance tumorale et les métastases in vivo (LIN et al.,
2017).
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Figure N°20 : Voies de signalisation activees par les domaines CTAR1, CTAR2 et STAR3
(DAMANIA, 2004).

4-2 Protéines du cycle lytique

La fabrication d’une particule virale d’EBV nécessite 1’expression séquentielle des génes du
cycle lytique. Il s’agit d’un processus trés ordonné ou il y a d’abord expression des génes tres
précoces IE (Immédiate Early) dont le produit active I’expression des génes précoces EA (Early
Antigens) qui a leur tour induisent la réplication du génome viral nécessaire a la transcription

des genes tardifs.

41



Ces protéines tardives (protéines de structure) sont essentielles a 1’assemblage et a la maturation
des particules virales infectieuses. Cependant, I’entrée en cycle lytique est liée en premier lieu
a I’expression de la protéine transactivatrice ZEBRA (Z-Epstein-Barr Replication Activator)
(ABID, 2017). En effet ; ZEBRA permet :

e L’activation de la transcription de son propre géne ;
¢ L’induction de I’expression des genes tres précoces et précoces ;
e [’induction de I’expression des génes de structure ;

e Laréplication de I’ADN viral.

5-Cycle biologique du virus d’Epstein-Barr

L’EBV possede un spectre d’hote restreint a I’Homme (réservoir strictement humain). Plus de
90% de la population mondiale est infectée par le virus. La primo-infection est en général
asymptomatique mais peut entrainer chez le jeune adulte une mononucléose infectieuse.
L’Homme héberge donc en général le virus a I’état latent a ’intérieur des lymphocytes ou
excréte de maniere asymptomatique dans la salive, éventuellement dans les secrétions génitales.
Ce virus ubiquitaire se transmet donc essentiellement par la salive (maladie du baiser) et les

relations sexuelles.

L’infection par EBV passe par trois principales étapes :

5-1-Attachement et entrée du virus dans les cellules cibles

Le virus pénétre dans I’épithélium oropharyngé et infecte ses cellules cibles notamment les
lymphocytes B et les cellules épithéliales (NICOLAS, 2002).

L’infection est initiée par I’attachement du virus sur les lymphocytes B grace a leur CD21 qui
se lie a la glycoprotéine gp350/220 de I’enveloppe virale externe (FINGEROTH et al., 1984).
Ce mode d’attachement existe également pour les cellules épithéliales (figure N°21a)
Cependant, certaines d’entre elles ne possedent ni le CD21 ni le CMH 11, ainsi, des études ont

démontré que leur mécanisme d’infection pouvait étre différent de celui des lymphocytes B.
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Pour les besoins de notre étude nous nous intéresserons seulement a I’infection des cellules
¢épithéliales dont le mécanisme n’est pas tout a fait clair. Cependant, plusieurs mécanismes de

fixation ont été décrits :

-L’attachement d’EBV aux cellules épithéliales peut se faire par I’intermédiaire du complexe
gp25/gp85 du virus avec un récepteur des cellules épithéliales non identifié présentant une
fonction comparable au CMHII. Des auteurs ont pu démontré qu’un virus déficient pour
I’expression de la gp85 ne peut pas infecter les cellules épithéliales, d’ou I’importance de cette
glycoprotéine (MOLESWORTH et al., 2000). La pénétration du virus se fait suite a la fusion
de ’enveloppe virale avec la membrane cellulaire permettant la libération des nucléocapsides
dans le cytoplasme. Aprés décapsidation, le génome viral linéaire migre vers le noyau, ou il se
circularise par recombinaison au niveau des TR pour établir un état de latence (HAAN et al.,
2000).

- Plus tard, il a ét¢ démontré que ’EBV peut également s’attacher aux cellules épithéliales grace
a son dimére gHgL qui se lie aux intégrines a5p6 et a5P8 cellulaires (figure N°21b) ou encore
grace a sa glycoprotéine BMRF2 qui se lie a I’intégrine B1 ou a5p1 (figure N° 21c) (HUTT-
FLETCHER, 2007).

-L’infection peut se faire par I’intermédiaire des IgA anti-EBV. En effet, ces derniers peuvent
pénétrer dans la cellule par endocytose via I’interaction de la molécule sécrétoire
transmembranaire SC exprimée a la surface des cellules épithéliales (endocytose du complexe

IgA/EBV permettant 1’infection des cellules épithéliales).

-L’entrée de I’EBV dans les cellules épithéliales peut également se faire par la fixation des
cellules B qui se lient aux cellules épithéliales induisant ainsi leur infection. Ce mécanisme de
transfert d’infection (infection de cellules épithéliales par des cellules B déja infectée) nécessite
les gp85/gp25 (SHANNON-LOWE et al., 2011 ; CHEN et al., 2019).

-L’EBV est capable de se propager entre les cellules épithéliales adjacentes en traversant les

membranes latérales au niveau des jonctions serrées (TUGIZOV et al., 2003).

-Une étude récente a également identifieé le facteur NRP1 (Neutropilinl) comme facteur
d’entrée d’EBYV dans les cellules épithéliales (WANG et al., 2015 ; CHEN et al., 2019).
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Figure N°21 : Schéma représentatif de certains mécanismes d’attachement de I’EBV aux
cellules épithéliales (HUTT-FLETCHER, 2007).

5-2-Latence et maintien du génome

La mise en place d’un programme de latence virale repose sur deux phénomenes
interdépendants (MRIZAK, 2013) :

-Le premier est la répression du cycle lytique et le maintien du genome viral en situation
intracellulaire, sous forme épisomale circularisee ;

-Le second est I’expression des genes dits de latence dont les produits permettent entre autres,
I’immortalisation des cellules infectées.

La réplication virale pendant cette phase est synchronisée avec celle de ’ADN cellulaire. Le
maintien des épisomes viraux dans les cellules infectées se fait grace a la protéine EBNA1 qui
reconnait des motifs ADN spécifiques, localisés sur 1’origine de réplication plasmidique ORI
P. Cette derniere contient des régions essentielles a la réplication en plus d’étre spécifique a
I’ADN polymérase cellulaire. Ainsi, la fixation d’EBNAI1 sur ces séquences pourrait étre a

I’origine de I’initiation de la réplication et donc du maintien du génome viral.

Lors de cette phase de latence, un nombre limité de genes est exprimé : les génes de la famille
EBNA, de la famille LMP ainsi que les génes codant pour les ARN EBER et BART. Cependant,
le profil d’expression de ces genes de latence n’est pas identique dans tous les types cellulaires
infectés par PEBV. C’est ainsi qu’on distingue plusieurs types de latence (0, I, II et III).

La latence de type Il est caractéristique du carcinome indifférencié du nasopharynx par exemple
et est caractérisée par I’expression des protéines EBNAIL, LMP1, LMP 2A et LMP 2B.
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5-3-Réactivation (cycle lytique)

Le cycle lytique se caractérise par la réplication de I’ADN viral, la production des protéines de
la phase lytique et la production de nouvelles particules virales, le tout en utilisant le bagage
enzymatique cellulaire et viral. Le processus s’acheéve par la mort des cellules hotes d’ou le
nom de cycle Iytique. Cette phase permet au virus de renouveler son pool de cellules infectées
ainsi que sa transmission interhumaine (MURATA, 2014) (figure N°22).

2 Reactivation 2 R '
# H#
- “Re-silencing”

|atent infection Lytic infection
Produce only a limited Produce >80 genes,
number of genes, intense virus DNA
amplified once at S phase replication and
no progeny production progeny production

Figure N°22 : Passage de la latence virale au cycle lytique (le cycle de vie bi phasique de
’EBV) (MURATA, 2014).

En vert, les produits des genes de latence exprimés de maniére tres limitée

En rouge, jaune et bleu, les produits des genes du cycle lytique (plus de 80 génes exprimés)

La réactivation virale peut étre spontanée dans 2 a 5% des cellules infectées ou survenir suite a
des stimuli extérieurs (hypoxie, stress...). Cette faible proportion de cellules qui entrent en
cycle lytique est due aux protéines exprimées lors de la latence virale telle que LMP1 qui

s’oppose en inhibant fortement le cycle lytique.

Il a été démontré que la protéine ZEBRA, également nommée Zta codée par le gene tres
précoce BZLF1 joue un rdle primordial dans le passage de I’état latent au cycle lytique. Elle est
donc initiatrice de la réactivation et joue un réle de commutateur (PETOSA et al., 2006).

En effet, durant cette phase, les deux genes viraux tres précoces (Immediate Early) BZLF1 et
BRLF1 qui codent respectivement pour les facteurs de transcription Zta (ZEBRA) et Rta
(également appelée protéine R) sont exprimés. Ceci conduit a I’activation des genes précoces
tels que BMLFL1 qui code la protéine Mta ou encore d’autres génes dont les produits sont I’ADN

polymérase virale..., .Ces derniers, vont permettre la formation du complexe de réplication
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viral (synthése de I’ADN) a partir de 1’origine de réplication lytique (ori-lyt). C’est a partir de
ces molécules d’ADN viral linéaires néoformées que sont transcrits les antigénes tardifs en
I’occurrence ceux de la capside VCA (Viral Capsid Antigen) et de I’enveloppe MA (Membran
Antigen) (KENNEY et al., 2014).

Les précurseurs de la capside virale (pc) s’assemblent dans le noyau. L’ADN obtenu apres
réplication (ADN linéaire) est incorporé a I’intérieur de la capside formant une nucléocapside,
un assemblage qui se fait dans le noyau. Les nucléocapsides mires migrent vers la surface de
la cellule et acquiérent leurs enveloppes a partir des membranes nucléaires et cytoplasmiques
qu’elles traversent par bourgeonnement. Par ailleurs, la glycosylation des glycoprotéines
membranaires se fait dans le réticulum puis dans le golgi au méme temps que se met en place
le tégument. La fusion des vésicules post golgiennes et de la membrane plasmidique permet la
libération des virions et la lyse de la cellule (GRUNWALD et al., 2003) (figure N°23).

Figure N°23 : Représentation schématique du processus d’assemblage et de relargage du
virion (GRUNWALD et al., 2003)
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6-Mécanismes cellulaires de la transformation maligne dépendante d’EBV

(carcinogénese) et voies de signalisation impliquées

La cancérogénese dépendante d’EBV pourrait s’initier a partir de cellules épithéliales infectées
de maniere latente et qui présenteraient dans un second temps un événement génétique
(délétion, hyperméthylation des promoteurs...).

L’infection des cellules épithéliales tumorales par ’EBV est monoclonale, ce qui suggére que
I’infection virale précede I’expansion tumorale.

Il existe des interactions réciproques virus/cellules (figure N°24). En effet, le phénotype malin
est entretenu grace a des protéines codées par les genes viraux (EBNA1, EBERI...) d’une part
et d’autre part, un ensemble de facteurs cellulaires « verrouillent » les génes du cycle viral

productif qui permettent normalement la synthese des particules virales.

~

Expression de génes viraux « latents » Contribution au phénotype tumoral via
EBER, EBNAL, LMPI, LMP2, BARFI différents processus cellulaires
Activation des voies NF-KB et PI3-kinase ?
Expression anormale des génes IGFI, BCI-X,
EGF-R, COX-27

£tat de différenciation et de maturation
Verrouillage des gines de I'EBV nécessaires épithéliales favorable au maintien
a la production de particules virales de la latence virale

—

Figure N°24 : Représentation schématique des interactions virus/cellule dans les cellules

épithéliales malignes de carcinome nasopharyngé (NPC).

L’infection virale est donc latente au sein des cellules tumorales. En effet, dans le cas du cancer
du cavum par exemple, la protéine EBNAL et les ARN EBER sont exprimés dans 100% des
cas, la protéine LMP 2A dans 50% des cas et la protéine LMP1 dans 35 a 90% des cas.

La cancérogénése est donc le résultat de la combinaison de plusieurs paramétres, notamment :
Expression des ARN non messagers EBER1 et EBER2 qui se lient a la PKR (Protéine Kinase
dépendante des ARN) et inhibent sa phosphorylation, bloquant ainsi la réponse cellulaire aux

interférons. Ces derniers ont également la capacité d’activer la transcription du géne codant
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I’IGF1 (Insulin-like Growth Factor 1) par un mécanisme non encore €lucidé (NANBO et al.,
2002) ;

Expression de la protéine EBNA1 qui a le pouvoir de transactiver I’expression du géne anti-
apoptotique Bcl-X (TSIMBOURI et al., 2002) ;

Expression de la protéine LMP2, difficilement déetectable mais dont les messagers sont
abondants. Cette protéine présente une activité transformante par activation de la voie de
signalisation P13-Kinase/AKT ;

Expression de la protéine BARF1 qui est faiblement retenue dans les cellules. Sous sa forme
sécrétée, elle présente les propriétés d’un facteur de croissance (SALL, 2004) ;

Expression de la protéine LMP1 qui est essentielle dans le pouvoir oncogene d’EBV. En eftet,
le domaine C-terminal de cette derniére peut étre subdivisé en trois régions activatrices de la
signalisation cellulaire, les CTAR (C-Terminal Activating Regions) : CTAR1, CTARZ2,
CTARS3. Or, CTARL1 et CTAR2 activent la voie NF-xB, favorisant la prolifération cellulaire et
I’inhibition de I’apoptose et donc I’immortalisation cellulaire. CTAR3, quant a elle, augmente
I’expression du VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) favorisant I’invasion et les
métastases et ce, en stimulant la voie Jak3/STAT (ZHENG et al., 2007) ;

L’EBYV altére la fonction de la protéine humaine Nm23-H1 qui joue le réle de suppresseur de
tumeur métastatique. Cette altération se produit suite a I’interaction de la région carboxyl
terminale de la protéine virale EBNA-3C de maniere spécifique avec la protéine Nm23-H1.
Lorsque ce frein naturel est désactivé par ’EBV, les cellules cancéreuses mammaires forment

des métastases (PANDEY et al., 2018).
L’EBYV représente donc un cofacteur parmi d’autres dans la transformation maligne des cellules

épithéliales. Cette transformation requiere en effet, des altérations génétiques qui s’ajoutent a

I’infection latente par ’EBV.
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MATERIEL ET METHODES



Matériel et méthodes

Le cancer du sein est une maladie hétérogene et multifactorielle. De ce fait, les facteurs
cliniques et pathologiques comme 1’age, le grade de la tumeur, le type histologique...et
I’évaluation des facteurs pronostiques (RE, RP, HER2) s’impose. Cependant, les facteurs
viraux qui sont aujourd’hui de plus en plus incriminés dans la cancérisation de certains tissus,
font qu’il pourrait y avoir de nouveaux indicateurs de certains autres sous-groupes de cancer du
sein. Le virus d’Epstein Barr étant soupgonné dans la cancérisation de la glande mammaire,

nous avons décidé d’objectiver biologiquement ce role potentiel.

Existe-il une expression des protéines virales EBV dans les cellules tumorales
mammaires ?
Dans le but de répondre a cette question, nous avons réalisé des analyses au sein du service
d’anatomie-pathologie du CHU NEDIR MOHAMED de Tizi-Ouzou sur une population de

trente patientes présentant un carcinome mammaire et ayant subi une mastectomie.

1 Matériel
1-1 Réactifs

e Les réactifs nécessaires pour I’étude histologique
- Formol tamponné (formaldéhyde a 10%) ;

- Solutions d’alcool a différentes concentrations (50%, 70%, 96%, 100%) ;
- Xylene (solvant organique) ;

- Paraffine (fondue) ;

- Eau courante ;

- Eau distillée ;

- Hématoxyline de Harris ;

- Lithium carbonate ;

- Eosine;

- EKIT.
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e Les réactifs nécessaires pour I’étude immunohistochimique
Les réactifs nécessaires pour I’étude immunohistochimique sont inclus dans le kit Dako des
récepteurs hormonaux (RE, RP), dans le kit Dako HercepTest (HER2) et dans le kit IR753
(LMP1). Le contenu de chacun de ces Kits est représenté dans ’annexe II1.

1-2 Appareillage

- Appareil a circulation (Circulateur) ;

- Appareil a enrobage ;

- Microtome ;

- Bain marie ;

- lames et lamelles ;

- FEtuve;

- Batterie de coloration hématoxyline-éosine (HE).

Le descriptif de ces appareils est représenté dans I’annexe 1V.
1-3 Matériel biologique

Le matériel biologique utilisé dans notre étude est représenté par des fragments
tissulaires de carcinomes mammaires extraits a partir de pieces de mastectomie prises en charge
dans le service d’anatomopathologie du CHU de Tizi-Ouzou.

Nous avons obtenu ’autorisation de travailler sur des échantillons humains selon les

principes d’éthique mentionnés dans la déclaration d’Helsinki.

Les patients considérés: nous avons suivi trente patientes colligées au service
d’anatomopathologie du CHU NEDIR MOHAMED de Tizi-Ouzou. Le but étant de rechercher,
en plus de I’expression des RH et HER2, I’expression de la protéine LMP1 qui signe la présence

de PEBV.

- Les paramétres d’inclusion

Notre étude inclut les patientes ayant subi une mastectomie.
- Les parameétres d’exclusion

Nous avons exclu de cette étude les patientes ayant subi des tumorectomies ou des micro-

biopsies. Cette exclusion est justifiée par le fait que, lors de la prise en charge des deux cas
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suscités, certains facteurs pronostiques classiques ne sont pas pris en considération car

impossibles a évaluer. C’est donc la démarche scientifique qui exige cette exclusion.
2 Méthodes
2-1 Méthodes d’anatomie-pathologie

De maniere générale, I’analyse anatomo-pathologique d’une mastectomie est scindée en
trois grands axes :
- L’étude macroscopique ;
- L’étude histologique ;
- L’étude immunohistochimique suivie de I’étude microscopique qui permet de visualiser

et d’interpréter les résultats.

L’¢tude macroscopique est précédée d’une étape de fixation au formol tamponné
(formaldehyde a 10%) pendant 24 heures. Le but de ce prétraitement est de s’opposer a la
déshydratation tissulaire et d’immobiliser les composantes cellulaires du tissu dans un état aussi
proche que possible de I’état vivant, assurant ainsi la conservation de la piéce. L’examen
macroscopique est essentiel pour déterminer le choix du prélevement a examiner. La prise en
charge macroscopique se fait par un medecin anatomo-pathologiste et consiste en une macro-
description (Figure N°25).

La piéce est examinée, mesurée, pesée, palpée puis disséquéee. Suite a la coupe, le médecin
extrait de petits fragments qu’il dépose dans des cassettes qui seront étiquetées en écrivant le

numéro du patient et du bloc, puis plongées dans du formol a 10%.
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Laboratoire d'anatomie pathologie du CHU
NEDIR MOHAMED de Tizi-Ouzou

Figure N°25 : Piéce de mastectomie montrant la présence d’une tumeur (fléche).
La macroscopie étant réalisée par le médecin, nous avons débuté notre travail a partir de I’étude

histologique.

2-1-2 Etude histologique

L’¢étude histologique passe par plusieurs étapes qui ont pour objectif I’obtention de coupes de
tissu trés minces pour 1’observation microscopique. De maniére générale, nous avons effectué

sept etapes :

2-1-2-1 Circulation
La circulation a pour but de rendre le tissu suffisamment rigide pour que 1’on puisse le

manipuler sans risquer de ’abimer. Elle dure 12 heures et comprend trois étapes :

e Déshydratation
La déshydratation est progressive, elle dure 08 heures et se fait par passages successifs du tissu
dans des solutions d’alcool a concentrations croissantes (50%, 70%, 96%, 100%) (2 heures dans
chaque bain).

e Eclaircissement
Cette étape d’une durée de deux heures est réalisée dans un solvant organique « le Xyléne »

dans lequel peut se dissoudre 1’alcool.
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e Imprégnation
Elle se fait par immersion du tissu dans deux bacs de paraffine fondue a 56-60 °C pendant une
heure chacune. Cette derniére a pour role de remplir les pores tissulaires préalablement vidés

de leur eau lors de la déshydratation. Le but étant de ne pas obtenir un tissu exsudé.

2-1-2-2 Inclusion et enrobage

L’objectif de I’inclusion en paraffine est de fournir un support au tissu pendant et aprés
la coupe au microtome. Nous avons préparé des blocs de paraffine pour nos échantillons. La
technique d’enrobage que nous avons utilisée s’effectue comme suit :

- On récupere les cassettes qui se trouvent dans 1’appareil a circulation et on les plonge
dans le bac de ’appareil a enrobage. Ce dernier contient une petite quantité de paraffine
liquide.

- On ouvre une cassette, on prend le fragment a 1’aide d’une pince.

- On place le fragment dans un moule adéquat dans lequel on aura déja versé une petite
quantité de paraffine liquide grace au distributeur de paraffine de 1’appareil a enrobage
(partie chaude).

- Une fois le fragment dans le moule, on verse dessus une petite quantité supplémentaire
de paraffine liquide.

- On dépose le moule sur la paillasse froide de I’appareil pour bien le fixer puis on le
recouvre par la cassette dans laquelle le fragment a été pris. On verse encore une petite
quantité de paraffine dessus.

- Apreés solidification au congélateur, on démoule le bloc de paraffine.

Le fragment tissulaire se retrouve alors inclus dans un bloc solide (figure N°26).

Figure N°26 : Photographie représentative du résultat de I’enrobage
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2-1-2-3 Microtomie (réalisation des coupes)

La microtomie consiste en ’utilisation d’un microtome lequel, grace a sa lame, permet
de couper les blocs de paraffine préalablement préparés. On obtient ainsi des rubans tres minces
de 3 a 5 microns.

Ainsi, nous avons réalisé cette étape sur nos trente échantillons comme suit :
- On place le bloc de paraffine sur le support de bloc du microtome ;
- Onrabote le bloc jusqu’a I’exposition totale de la surface du fragment tissulaire ;
- On réalise des coupes tres minces. L’ensemble de ces dernieres forment un ruban ;
- On dépose les rubans obtenus dans un bain marie (37°C) et on les récupére rapidement

en les étalant sur des lames.

2-1-2-4 Etalement
L’étalement des coupes consiste a aplanir le tissu sur la lame. Il se fait sur eau chaude a
environ 37°C. En effet, les rubans préalablement obtenus sont placés dans le bain marie puis
sont étalés sur des lames comme suit :
- Onenleve les plis qui restent sur les coupes en les étirant délicatement ;
- On dépose nos coupes sur des lames en prenant soin de bien les centrer ;
- On étiguette nos lames en écrivant le numéro du patient et du bloc avec un crayon
diamant ;

- On laisse sécher les lames a air libre.

2-1-2-5 Déparaffinage
Le déparaffinage consiste a éliminer la paraffine qui entoure le fragment en placant les
lames s¢ches dans de petits chariots qu’on met dans I’étuve a 37°C pendant environ 12 heures

pour faire fondre la paraffine.

2-1-2-6 Coloration de routine : méthode a I’hématoxyline-éosine (H.E)

La coloration combinée hématoxyline-éosine permet de mettre en évidence les
principaux éléments morphologiques des tissus (coloration topographique). Elle associe une
coloration nucléaire par 1’hématoxyline de Harris et une coloration du cytoplasme et du
collagéne par I’éosine. La coloration résulte donc de I’action conjuguée d’un colorant acide CO"
(éosine) qui colore les substances basiques de la cellule et d’un colorant basique NH*

(hématoxyline) qui colore les substances acides.
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En d’autres termes, ’hématoxyline basique se fixe sur les acides phosphoriques des acides

nucléiques et I’€osine acide se fixe sur les groupements positifs des protéines cytoplasmiques.

Une fois le déparaffinage de nos lames achevé, nous les plagons dans des chariots spéciaux que
nous avons fait passer dans les 27 bacs de la batterie de coloration dont la succession permet de
réaliser les étapes nécessaires de la technique. Le temps passé dans chaque bain est de 30

secondes.

La technique consiste a poursuivre le déparaffinage par le xyléne puis a réaliser une
réhydratation des tissus par de 1’alcool a concentrations décroissantes (100%, 96%, 70%, 50%).
Une fois les tissus réhydratés, on réalise une coloration nucléaire par I’hématoxyline de Harris
suivie d’une coloration du cytoplasme et du collagéne par 1’éosine. Suite a cette double
coloration, on procéde a la déshydratation des tissus par de I’alcool et a leur éclaircissement par
le xyléne. La technique est réalisée de manicre automatique grace a 1’automate de coloration

(Batterie de coloration HE).

Aprés la coloration, nous retirons les lames des petits chariots et nous les déposons sur un

plateau en bois pour sécher. Apres sechage de nos lames, nous procédons au montage.

2-1-2-7 Montage des lames
Cette opération consiste a proteger définitivement le tissu éetalé sur la lame par une
lamelle de verre, collée a I’aide d’un produit synthétique transparent qui se polymérise a I’air,

appelé « EKIT ». Nous avons donc procédé au montage de nos lames comme suit :

La lame est plongée dans un bain de xylene puis on la retire immédiatement. Le but est

d’¢éliminer les éventuelles impuretés et d’éclaircir la coloration ;

- On verse une goutte d’EKIT sur la lamelle qu’on dépose sur la lame en évitant les bulles
d’air qui géneront I’observation ;

- Onplonge la lame montée dans un bain de xyléne et on la retire de suite. Le but de cette

étape est de nettoyer la lame de toutes impuretés ;

- On laisse sécher a I’air libre.
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NB : Neuf lames au minimum sont nécessaires pour chaque patient :
- Une lame pour I’étude histologique ;
- Huit lames pour I’é¢tude immunohistochimique :
v Deux lames pour le test du RE (I’'une pour I’anticorps primaire anti-RE, 1’autre
pour le réactif de contr6le négatif) ;
v Deux lames pour le test du RP (I’une pour I’anticorps primaire anti-RP, 1’autre
pour le réactif de contr6le négatif) ;
v Deux lames pour le test de 'HER2 (I’une pour I’anticorps primaire anti-HER2,
’autre pour le réactif de contrdle négatif) ;
v Deux lames pour le test de la protéine LMP1 (I'une pour ’anticorps primaire

anti-LMP1, I’autre pour le réactif de contrdle négatif).

Les deux dernieres étapes de 1’étude histologique, a savoir la coloration H.E et le montage, ne
sont pas effectuées pour les huit lames destinées a 1’étude immunohistochimique. Les coupes
destinées a I’immunohistochimie doivent étre étalées sur des lames silanisées (prétraitées),
c'est-a-dire recouvertes d’un adhésif performant (enduites de poly-lysine). La finesse des

coupes (2 a 3 microns) favorise une meilleure adhérence (BALATON et al., 1999).

L’¢évaluation du statut des récepteurs hormonaux (RE, RP), de ’'oncogéne HER?2 et de
I’expression potenticlle de ’'LMP1 chez les trente patientes a été réalisée par la technique
d’immunohistochimie (IHC) (Kit DAKO). L’IHC est la technique la mieux adaptée aux tissus
fixés et inclus en paraffine.

Les huit lames destinées a I’'IHC sont traitées de la méme maniére, mais avec les réactifs inclus
dans le kit de I’hercepTest pour ’HER2, ceux inclus dans le kit des récepteurs hormonaux pour
le RE et le RP et ceux inclus dans le kit EBV IR753 pour LMPL1.

Dans les trois cas, les étapes clés de 'THC sont :

2-1-3-1 Déparaffinage et réhydratation
Le déparaffinage consiste en 1’incubation des lames dans une étuve a 37°C pendant 24 heures.
Elles passeront par la suite dans une batterie contenant du xyléne (2 fois 5 minutes), de ’alcool

a concentrations décroissantes (1007, 907, 707) (3 minutes chacun) et de I’eau distillée (30
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secondes). Le passage dans cette batterie permet de se débarrasser de la paraffine, de réhydrater
et de bien nettoyer le tissu.

2-1-3-2 Démasquage a la chaleur (restauration de I’épitope)

Apres déparaffinage, les lames sont placées dans un portoir qui est transféré dans un bac de la
solution de démasquage (tampon de citrate a pH=6) puis chauffées a 95-97°C pendant 30 a 40
minutes. L’intérét de cette étape est de rompre les liaisons moléculaires crées par le fixateur et
donc de restaurer les déterminants antigéniques qui ont été masqués par la fixation au formol.
On laisse les lames refroidir sur la paillasse pendant 20 minutes. On transfere le portoir dans
deux bacs successifs d’eau distillée et un bac de tampon de lavage pendant 5 minutes chacun,

le but étant d’¢liminer toute trace de la solution de démasquage.

2-1-3-3-Réduction des bruits de fond

On place les lames dans un bac contenant le réactif de blocage de la peroxydase (solution
contenant du peroxyde d’hydrogéne H20. a 3%) pendant 5 minutes pour un blocage des
peroxydases endogénes afin d’éviter le bruit de fond. On rince les lames a I’eau distillée, puis
on les fait passer dans un bain contenant du tampon de lavage PBS (Phosphate Buffred Saline
pH 7.4) pendant 5 minutes afin d’éliminer I’H20.. On délimite les zones sur lesquelles nous

appliquerons I’anticorps primaire avec un DAKOpen qui empéche les anticorps de diffuser.

2-1-3-4- Anticorps primaire / Réactif de contrble négatif :
(Anticorps monoclonal de souris anti-RH humains), (anticorps de lapin anti-HER2 humain) et

(Anticorps monoclonal de souris anti-LMP1 CS1-4.

On dispose les lames dans un plateau avec compresses imbibées d’eau et on recouvre
I’échantillon de trois gouttes (100 ul) d’anticorps primaire Anti-RE ou Anti-RP ou anti-HER2
ou encore anticorps anti-LMP1 avec une micropipette de facon a immerger la zone
préalablement entourée par le DAKOpen. Les quatre autres lames seront testées par les réactifs
de contrdle négatifs fournis dans le kit. On laisse incuber pendant 30 minutes a I’air libre. On
égoutte les lames et on les fait passer dans deux bains de tampon de lavage successifs pendant

5 minutes chacun.
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2-1-3-5- Anticorps secondaire (Réactif de visualisation)

On applique la solution d’anticorps secondaire (100 pl) sur les lames de la méme fagon
que l’anticorps primaire et on laisse incuber pendant 30 minutes a température ambiante. On
rince dans deux bains successifs de tampon de lavage. La nature de cette solution d’anticorps
est un mélange composé :

- De dextrane couplé a la peroxydase de raifort et des molécules d'anticorps secondaires
caprins dirigés contre les immunoglobulines de souris dans le cas des RH ;

- De dextrane couplé a la peroxydase de raifort et des molécules d'anticorps secondaires
caprins dirigés contre les immunoglobulines de lapin dans le cas de 'HER2 ;

- De dextrane couplé a la peroxydase de raifort et des molécules d'anticorps secondaires
caprins dirigés contre les immunoglobulines de souris dans le cas de LMPL1.

2-1-3-6- Révélation (solution de substrat chromogene DAB)

On verse sur les lames quelques gouttes de solution tampon substrat qui contient du
peroxyde d’hydrogene. On verse une a trois gouttes de la solution chromogeéne DAB
(tétrahydrochlorure de 3,3-diaminobenzidine), le DAB est donc le substrat chromogéne de la

peroxydase. On incube pendant 10 minutes puis les lames sont rincées a I’eau distillée.

2-1-3-7- Contre coloration (coloration contraste par I’hématoxyline)
Elle est réalisée a ’hématoxyline de Mayer qui colore intensément les noyauX en bleu
violacé mais aussi les cytoplasmes et le tissu de soutien (de fagon moins intense).
Pour ce :
- On immerge les lames dans un bain d’hématoxyline de Mayer pendant 1 a 5 minutes,
en fonction de la concentration de I’hématoxyline utilis¢ ;
- Onrince les lames dans de I’eau distillée ;
- On fait passer les lames dans un bain d’alcool puis de xylene pour la décoloration des

cytoplasmes et tissu conjonctif.

2-1-3-8- Montage des lames
Le montage lames-lamelles est réalisé de la méme facon que celle préalablement décrite

dans I’étude histologique.
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- Lecture des résultats
1 Lecture des résultats de la coloration hématoxyline-éosine

La double coloration hématoxyline-éosine aboutit a la coloration des différents éléments
cellulaires :
- Les noyaux seront colorés en bleu violacé ;
- Le cytoplasme en rouge ;
- Le collagéne en rose pale.
La visualisation des résultats se fait par le microscope optique a des grossissements croissants
(40, 100, 400).

2 Lecture des résultats de Pimmunohistochimie

La révélation du complexe antigene/anticorps se fait par une réaction immuno-

enzymatique qui consiste a faire agir la peroxydase de Raifort avec son substrat (peroxyde
d’hydrogene). La réaction est révélée par un chromogeéne donneur de proton (DAB
tétrahydrochlorure de 3,3-diaminobenzidine) qui est incolore et soluble a I’état réduit et qui se
colore en brun et devient insoluble lorsqu’il est oxydé (H202 + 2 DH --> 2 H,O + 2 D).
En bref, la conversion enzymatique du DAB en présence du peroxyde d’hydrogéne donne un
précipité marron insoluble dans I’eau et les solvants organiques. Il marque en brun le site
d’interaction antigéne-anticorps (Figure N°27). La réaction est évaluable par microscopie
optique au faible grossissement (Gx40) puis le score est confirmé au fort grossissement
(Gx1000).
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produit= DAB oxydé de
couleur brune

Ag

(RE,RP,HER2)

Figure N° 27 : Réaction immuno-enzymatique catalysée par la peroxydase de Raifort.

La contre coloration (coloration contraste) a I’hématoxyline aboutit & une coloration bleue des

noyaux.

e Lecture des resultats des récepteurs hormonaux
L’¢évaluation des lames se fait par un microscope optique, nous avons sollicité¢ 1’aide d’un
médecin anatomo-pathologiste.
Suite a la coloration contraste, on obtient des noyaux bleus (négatifs) et des noyaux marron
(positifs), donc seul le marquage nucléaire est pris en considération.
Il est impératif d’examiner toutes les cellules tumorales de la lame, tout en prenant en
considération des cellules intactes (témoin interne) pour I'interprétation des résultats de
coloration.
La lecture se fait selon le score d’Allred qui associe de maniére semi-quantitative le pourcentage
de cellules marquées (varie entre 0 et 5) et I’intensité de marquage (varie entre 0 et 3). Ainsi,
un score de proportion (SP) et un score d’intensité (SI) sont définis et le score total (ST) est
calculé par I’addition de (SP) et de (SI). Ce (ST) représente le score de Allred qui varie entre 0
et 8 (Figure N° 28).
Le score est considéré comme positif s’il est supérieur ou égal a 3, c’est a dire que le seuil de
positivité est de 10% de cellules marquées quelle que soit I’intensité.
Il n’existe pas de consensus international sur la valeur du seuil. Le choix de 10% est justifié par
le fait qu’il a été utilisé par plusieurs études avec corrélation clinique et présente une bonne
reproductibilité (MAC GROGAN et al., 1996).
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A Score de proportion (SP):

(-de1%) (1a10%) (11433 %)(34 466 %) (67 4 100 %)

B Score d'intensité

0 =Neégatif 1 =Faible 2= Modéré 3= Fort

Score d'Allred ST = SP+SI (0 a 8).

Figure N°28 : Méthode de scoring selon Allred (COLLINS et al., 2005)

e Lecture des résultats de ’oncogene HER2
L’THC est reconnue comme la technique de référence pour déterminer le statut de HER2 dans
les cancers du sein (PENAULT-LLORCA et al., 2002).
L’¢évaluation des lames se fait par le pathologiste a I’aide d’un microscope optique. C’est une
technique qui différe légérement de I'IHC courante car a ce niveau, il s’agit de mettre en
évidence une surexpression et non une expression basale du récepteur HER2 (BILOUS et al.,
2003).

Le signal immunohistochimique de ’HER2 est un marquage membranaire brun, en maille de
filet, intense et complet des cellules tumorales. Seul le statut des cellules carcinomateuses
infiltrantes doit étre pris en considération. La coloration cytoplasmique doit étre considérée
comme une coloration non spécifique et ne doit pas étre incluse dans I’évaluation de I’intensité
de coloration de la membrane. L’ immuno-marquage est évalué en utilisant 1’échelle presentée

dans le tableau IV. Le résultat de cette évaluation aboutit a des scores de 0 a 3+.
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Tableau IV : Grille d’évaluation de I’intensité de la coloration par [IHC (PENAULT-LLORCA
et al., 2002)

Score Marquage Interprétation Ind-lcatlon thérapeutl-que
anti-HER2 (Herceptine)
Absence de marquage ou présence de
0 marquage membranaire <10% des Négatif Non
cellules invasives.
Marquage membranaire faible et
1+ incomplet >10% des cellules Négatif Non
invasives (Figure N° 43).
Marquage membranaire faible ou
modéré et complet> 10% des cellules

. . ) Oui ou Non selon I’aprés-
2+ invasivesou Marquage membranaire

fort et complet < 30% des cellules Cas douteux controle.
invasives (Figure N°29).
Marguage membranaire fort et
3+  complet > 30% des cellules invasives Positif Oui

(Figure N° 42).

Les cas douteux (2+) peuvent étre contrdlés par les techniques d’hybridation in situ, telles que
la FISH qui consiste en I’hybridation de I’ADN tumoral avec des sondes fluorescentes, le but
étant de détecter ’amplification du géne. En effet, les acides nucléiques, moins sensibles a la
fixation que les épitopes antigéniques, permettent de controler les cas 2+ douteux de I'IHC. De
plus, les dernieres recommandations de 2018 (mise a jour) ne définissent plus que 2 catégories
(positif ou négatif) selon le score obtenu (WOLFF et al., 2018).
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Figure N°29 : Microphotographie d’un amas de cellules tumorales HER2 douteux (score 2-+)
montrant un marquage faible mais complet (fleche) au faible et au fort grossissement (lame

hors-série).

e Lecture des résultats de I’expression de la protéine LMP1

Dans le cas de la prot¢ine LMP1 d’EBV, la coloration nucléaire avec 1’anticorps LMPI,
indépendamment de I’intensité de la coloration et du pourcentage de cellules colorées a été

considérée comme une expression positive a LMP1.

1-2-2 Méthodes statistiques

e Recueil des données
Les résultats anatomopathologiques des trente patientes, utilisés pour notre étude
statistique ont été obtenus suite aux analyses macroscopiques, histologiques,
immunohistochimiques puis microscopiques que nous avons réalisé en collaboration avec le

médecin anatomopathologiste. Ces résultats sont présentés dans I’annexe V.

e Analyse statistique
L’analyse statistique des résultats de nos trente patientes (étude prospective) s’est
déroulée en deux temps :
- La premiere étape a consisté en une étude descriptive des variables de notre

population :
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v Localisation de la tumeur et facteurs pronostiques classiques (age, type
histologique, taille de la tumeur «stade T du TNM », envahissement
ganglionnaire « stade N du TNM », statut métastatique « stade M du TNM »,
grade SBR) ;

v Expression des récepteurs hormonaux et score de I"'HER2.

v Expression de ’oncoprotéine LMP1 ;

- La deuxiéme étape consiste en une étude analytique qui repose sur la recherche

d’associations et de corrélations entre les diverses données anatomo-pathologiques.

- Fiabilité des résultats
Vu que la fiabilité des résultats repose sur des regles de bonnes pratiques techniques, nous avons
traité nos trente échantillons en respectant rigoureusement un protocole optimisé. Dans notre
évaluation immunohistochimique, nous avons suivi les consignes pratiques du guide DAKO
des RH, de LMP1 et de I’hercepTest. Nous avons systématiquement utilisé¢ des témoins internes
ainsi que les témoins externes fournis par les kits DAKO. Ces témoins permettent d’assurer la

qualité de la technique immunohistochimique.

-Témoin interne (Glande non tumorale) : I’échantillon a analyser doit inclure du tissu
mammaire non tumoral. Le prélevement de ce témoin interne se fait a I’interface entre la tumeur
et le tissu environnant. Dans le cas des RH, c’est le marquage de ce témoin interne qui permettra
de valider la technique en cas de négativité de la composante carcinomateuse invasive car les
RE et RP sont exprimés par le tissu mammaire normal et représentent donc un bon témoin
interne positif (WALKER, 2008). Dans certains cas, il y a absence de marquage du témoin
interne, on suspecte alors des problemes techniques, mais cela peut également étre dd a des
variations physiologiques (pré-ménopause). Dans le cas de ’HER2, le témoin interne ne doit
pas présenter de marquage membranaire complet (témoin négatif). Dans le cas de la protéine

LMP1, I’anticorps ne doit pas marquer le tissu sain.

-Témoins externes (lames de contr6le) : dans le cas des RH, ce sont des lames de
contrble qui contiennent deux lignées cellulaires : pour le RE, I'une se colore avec 1’anticorps
anti RE et I’autre ne se colore pas. Pour le RP, 'une des lignées se colore avec I’anticorps anti
RP T'autre ne se colore pas. Deux lames de controle doivent donc étre colorées a chaque

procédure.
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Dans le cas de ’'HER2, les lames de controle contiennent trois lignées cellulaires présentant des
intensités différentes (0, 1+, 3+). Il suffit de colorer une seule lame & chaque procédure.
L’évaluation des lignées cellulaires des lames de controle fournies par Dako indique la validité
du cycle de coloration. Les lames témoins doivent étre utilisées dans les deux mois car, au-dela,

leur réactivité devient aléatoire.

Dans le cas de la protéine LMP1, le témoin négatif utilisé est le FLEX Negative Control Mouse,
(link) IR7 et le témoin positif est un tissu de lymphome de Hodgkin déja testé positif pour
LMP1 dans notre laboratoire.

Dans notre service, il existe également des controles internes réguliers en raison des différences
techniques (fixation, inclusion...etc.) qui dépendent de I’opérateur aboutissant a des résultats
pouvant avoir des variabilités significatives. Il est également recommandé de consulter les
consignes de controle de qualité du College of American Pathologits (CAP) ou Certification

Program for Immunohistochemistry du document CLSI.

Cependant, notre étude presente également des points faibles, en particulier :

- Non realisation des analyses en triplicate permettant une analyse statistique plus
cohérente ;

- Existence d’un risque d’obtention de faux positifs dans le cas de la détection d’une
expression basale d’HER2 et non de la surexpression (PENAULT-LLORCA et al.,
2002) ;

- L’absence de suivi des patientes rendant impossible 1’estimation du taux de mortalité
ainsi que I’évolution de nos patientes suite aux thérapies ;

- L’impossibilité de réaliser une étude des facteurs de risque, en raison de 1’absence de
certains renseignements sur les dossiers des malades tels que I’age de la ménarche, 1’age

de la premiere grossesse, 1’age de la ménopause...etc,
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RESULTATS ET DISCUSSION



2- Résultats et discussion

La glande mammaire étant un tissu sensible aux hormones stéroidiennes, le tissu
cancéreux mammaire peut garder cette hormono-sensibilité aboutissant donc a un cancer du
sein hormono-dépendant. Actuellement, I’étude des RH présente deux intéréts majeurs. Le
premier est représenté par leur role pronostique, lié au potentiel évolutif spontané de la tumeur,
le second est leur intérét thérapeutique, lié a la réponse de la tumeur a I’hormonothérapie.
L’¢évaluation du statut HER2 présente les mémes intéréts. En effet, la surexpression de cet
oncogeéne est associée a un cancer agressif dont la thérapie est ciblée par un anticorps humanisé
(Herceptine).

Le potentiel oncogénique d’EBV dans le cancer du sein présente toujours quelques
controverses. L’évaluation de I’expression de la protéine virale LMP1 vise donc a prouver
I’implication de ’EBV dans ce type de cancer.

Ainsi, notre étude prospective a pour but de répondre a la question de départ en définissant les
intéréts pronostiques et thérapeutiques de certains facteurs d’une part et de prouver 1’association
EBV-cancer du sein d’autre part. Pour cela, nous avons traité deux parties : 1’étude descriptive
des facteurs pronostiques, I’expression de la protéine LMP1 d’EBV et I’étude analytique qui
consiste en la détermination de relations et de corrélations des facteurs pronostiques entre eux

et avec la présence d’EBV.

- Description de I’étude prospective et analyse des résultats

Notre population est constituée de trente patientes présentant un carcinome mammaire
dont la premiere ligne de prise en charge était la réalisation d’une mastectomie. Notre effectif
était majoritairement constitué de femmes, cela s’explique par le fait que le sexe masculin n’est
concerné que dans 1% des cas (GLOBOCAN, 2012 ; INCa, 2016).

Nous avons utilis¢é I’'immunohistochimie pour I’évaluation du statut des RH, HER2 et de
I’expression de la protéine LMP1. Notre lecture et interprétation des résultats répondent aux
criteres recommandés par la majorité des auteurs.

Nous allons présenter puis commenter nos résultats et discuter leur fiabilité en précisant les
points forts (assurance qualité) et les limites de notre étude. Nous allons également comparer
nos résultats a ceux de la littérature, tout en tentant d’expliquer les causes des éventuelles

divergences qui pourront surgir de cette étude.
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2-1-Etude descriptive

L’¢tude descriptive a pour but d’évaluer les diverses variables de notre population : les

caractéristiques de la tumeur, les facteurs pronostiques et la présence ou I’absence d’EBV.

2-1-1-Localisation de la tumeur

Dans notre étude, 70% des tumeurs ont été retrouvées dans le sein gauche (21 cas) contre
30% dans le sein droit (09 patientes) (FigureN°30).

mSD
uSG

Figure N° 30 : Répartition des tumeurs (Sein droit (SD), Sein gauche (SG)).

Notre résultat avec une localisation fréquente dans le sein gauche a également été retrouve dans
plusieurs autres études, notamment des études maliennes telles que celle de LUTULA (2008)
qui trouve un pourcentage de 53,13%, 1’é¢tude de KEITA (2005) qui note 52% de seins gauches
atteints et I’étude de FOUHI et al., (2020) qui note un pourcentage de 50,2%.

Notre résultat se rapproche beaucoup plus mais reste supérieur a celui de 1’étude de DIALLO
(2006) avec 60,4% de tumeurs localisées dans le sein gauche ainsi qu’a I’étude de WELE (1998)
qui retrouve un pourcentage de 64,9%. Cependant, 1I’étude de MANSOURI (2017) a Marrakech
présente un résultat différent du nétre avec une prédominance des tumeurs dans le sein droit.
Cette localisation fréquente des tumeurs dans le sein gauche peut étre expliquée par I’hypothese
des habitudes d’allaitement (SANCHEZ et al., 2004). En effet, ce dernier est un facteur
différenciant des cellules mammaires. Les lobules continuent donc a se différencier méme apres

la grossesse perdant alors leur capacité proliférative. De plus, il existe aujourd’hui des données
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probantes qui démontrent un risque a vie 26% plus faible lorsque la femme passe au moins 12
mois a allaiter ses enfants (HOYT-AUSTIN et al., 2020).

Dans notre série, aucun cas d’atteinte bilatérale n’a été retrouvé, ce qui concorde avec les
données de la littérature qui stipulent que seuls 1 a 2 % des cas présentent simultanément un
cancer des deux cotés (MANSOURI, 2017). Certaines séries ont confirmé cette information
telle que I’¢tude de KEITA réalisée en 2005, Iatteinte des deux seins est en effet représentée

par un pourcentage de 1,4%.

2-1-2 Facteurs pronostiques classiques

2-1-2-1 Age des patients

L’age de nos patientes varie entre 27 et 74 ans avec une moyenne d’age de 49 ans. La tranche
d’age la plus touchée est celle des patientes agées entre 40 et 59 ans, elle représente plus de
70% des cas de notre échantillon. En effet, la tranche d’age la plus représentée est celle de 40 a

49 ans (47%), suivie de la tranche 50-59 avec un pourcentage de 27%. (Figure N° 31)

50.00% 46.66%
. 0 |
40.00%
30.00% 26.66%

. o |

[v) 4
20.00% 10% 10%
10.00% +~ 3.33% . . 3.33%
0.00% T T ‘ ‘ ‘ ‘
20-29 ans 30-39 ans 40-49 ans 50-59 ans 60-69 ans 70-79 ans

Figure N° 31 : Répartition des patientes par tranche d’age.

Dans notre série, la moyenne d’age des patientes est de 48,33 ans, un age trés proche de celui
estimé dans la wilaya de Sétif qui est de 50,2 ans (BENDIB, 2023) ainsi que les moyennes
estimées dans les pays maghrebins tel que la Tunisie, 50 ans (KHANFIR et al., 2006), le Maroc
avec une moyenne de 48,1 ans a Casablanca (EL FOUHI et al., 2020), 50,7 ans a Rabat (TAZI
et al., 2013), 51,6 ans & Marrakech (MANSOURI, 2017). L’age moyen que nous avons obtenu

reste tout de méme relativement inférieur a celui observé en France (STAUB et al., 2007).
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Cependant, ce résultat ne concorde ni avec les derniéres données du registre du cancer de la
wilaya de Tizi-Ouzou, ni avec les données nationales. Toutes deux enregistrent une forte hausse

des cas de cancer du sein chez la femme jeune (inférieure a 35 ans).

Nos résultats révelent également que la tranche d’age la plus touchée est celle des patientes
agées entre 40 et 49 ans avec 14 cas sur trente soit un pourcentage de 47%. Ce résultat concorde
avec celui d’une étude Malienne (DIALLO, 2007 ; ZAKI et al., 2013).

Les tranches d’age les moins représentées sont celles des patientes agées entre 20 et 29 et entre
70 et 79 ans avec un seul cas pour chacune des deux. Le taux réduit de femmes agées qui
consultent pour un cancer du sein suspect, en plus de I’espérance de vie Algérienne qui ne
dépasse pas les 70 a 80 ans expliquent notre résultat de 3% qui représente la tranche d’age entre

70 et 79 ans.

Dans notre étude, aucune patiente de moins de 20 ans n’a été retrouvée. Il est a noter que le
cancer du sein de la femme jeune est de plus mauvais pronostic. Le seuil de 35 ans a été fixé
par un consensus international. Ainsi, un cancer du sein qui atteint une femme d’age inférieur
a 35 ans est toujours de pronostic défavorable méme apres prise en compte des autres facteurs
pronostiques (KEEGAN et al., 2012). De plus, le taux de récidive locale et de survie globale
sont moins favorables 10 ans aprés le diagnostic dans la tranche d’age sus-décrite,
comparativement aux femmes agées de 46 ans et plus. Dans 1’étude en question, les patientes
de moins de 35 ans ont obtenu un taux de survie global de 10 ans moins favorable (73%) que
les femmes plus agées (75%) (BILLENA et al., 2020).

2-1-2-2 Sexe

Dans notre série, le sexe masculin est représenté par un seul patient sur trente, soit un
pourcentage de 3,33% (figure N°32).
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Figure N°32 : Répartition des patients selon le sexe.

Le cancer du sein est un cancer féminin, le faible pourcentage que nous avons noté (représenté
par un seul cas), rejoint les résultats de la plupart des auteurs. L’étude Malienne de TRAORE
(2008) en fait partie, elle note 1,5% d’hommes atteints, FOUHI et al., (2020) ont trouvé 0,9 %.

Cette rareté chez I’homme peut étre expliquée par le caractére atrophique de la glande
mammaire, la finesse des canaux galactophores, I’absence d’acini et 1’abondance du tissu
fibreux (COULIBALY, 2006).

Selon les résultats des recherches actuelles, le principal facteur éthologique chez I’homme

demeure la gynécomastie.

2-1-2-3 Type histologique

Dans notre série, 77% de nos patientes présentent un CCI de 10%, un CLI d’environ 7% un
carcinome bifocal et seul 3,33% de patientes présente un CC In situ et un carcinome mucineux
(Figure N°33).
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Figure N°33 : Répartition selon le type histologique.

Le type histologique majoritaire et largement dominant est le carcinome canalaire invasif
(infiltrant) retrouvé dans 77% des cas (23 patients). Ce résultat est en accord avec I’étude de
FOUHI et al., (2020) qui observe 73,2% de CCI.

Notre résultat est également proche mais un peu plus bas que celui obtenu dans 1’étude frangaise
réalisée par CECILE en 2015 qui a noté un pourcentage de 82%, de I’étude Iranienne de
MOHAMMADIZADEH et al., (2014) qui trouve un pourcentage de 96,3% et de 1’¢tude
Marocaine de HAMMAS (2009) avec un pourcentage de 86%.

Dans notre série, le carcinome lobulaire infiltrant est retrouvé dans 10% des cas, tout
comme 1’étude CECILE ou il est représenté par 14%, des résultats qui sont donc relativement
proches. Dans la littérature, ce type spécial de carcinome mammaire est représenté jusqu’a
15% de tous les cas de cancer du sein et est connu pour son schéma de croissance discohésive
li¢ a I’absence de fonction E-Cadhérine. C’est un type histologique qui en général, est

caractérisé par la positivité des RH et la négativité¢ de ’HER2 (Mc CART REED et al., 2021).

Ces types rares, tels que les carcinomes bifocal, in situ et mucineux qui ont une meilleure survie,
sont représentés tous les trois dans notre série par un pourcentage de 13,32%. Un résultat qui
reste tout de méme ¢levé par rapport aux 4 % noté dans 1’étude CECILE de 2015, bien que le
pourcentage de carcinome mucineux qui est représenté par 3,33 % concorde avec la littérature
qui suggere un pourcentage de 4% de I’ensemble des cancers invasifs du sein avec un taux de
survie de 90% a 10 ans (LEI et al., 2016).
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2-1-2-4 Taille tumorale « stade T du TNM »

La taille tumorale constitue un facteur pronostique important. Cette derniére est évaluee chez
les trente patients que nous avons suivis. Les stades Tx, To ainsi que T4 n’ont pas été retrouvés
dans notre série. 60% de nos patients présentent des tumeurs en stade T2, 26,66% en stade T1
et seulement 13,33% en stade T3 (Figure N° 34).

80%

60%

40%

20%
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Figure N° 34 : Répartition selon la taille T du TNM.

L’absence de stade Tx dans notre série concorde avec le résultat de WELE (1998) et
KEITA (2005). Cependant, il discorde avec celui de (MARTY et al., 1992) qui trouve 1,7 %
de patients présentant des tumeurs non évaluables. Nous n’avons également pas trouve de
patients présentant des tumeurs de stade TO et ce, tout comme dans 1’étude de KEITA (2005),
de DIALLO (2007), de LUTULA (2008) et de KOUALI (2017) qui n’ont pas eu de malades
qui soient vues au stade To, alors que la série Européenne de MARTY et al., (1992) présente

des malades a ce stade avec un taux de 5,4%.

L’existence de cas TO dans I’étude Européenne qui a eu lieu en 1992 et leur absence dans les
études Maliennes effectuées en 2005 pour KEITA et 2007 pour DIALLO ou encore 1’étude
Marocaine de KOUALLI de 2017 ainsi que dans notre étude, témoigne d’un manque de moyens
de dépistage par rapport a I’Europe, du manque d’information de nos patientes, d’un grand
retard de consultation qui aboutit a un dépistage tardif qui, malheureusement, peut conduire a

une fin fatale.
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La taille tumorale majoritairement représentée dans notre échantillon est T2 (2 cm < tumeur <
5 cm) avec 18 cas sur 30 soit un pourcentage de 60% ce qui concorde avec le résultat de I’étude
Sétifienne qui note une majorité de stade T2 a hauteur de 50,9% (BENDIB, 2023).

Le résultat de I’étude Frangaise de MARTY et al., (1992) se rapproche mais reste tout de méme
inferieur au nétre avec un pourcentage de 45,5%, celui de 1’étude Marocaine quant a lui est de
50% (KOUALLI, 2017).

Il est a noté que dans les cancers du sein métastatiques, la petite taille tumorale T1, T2 (<5cm)
n’est pas forcement inversement corrélée a la mortalité spécifique au cancer du sein. Cette
derniere ne diminue pas parallélement a la taille tumorale (ZHENG et al., 2020).

Plusieurs études ont noté des résultats avec une prédominance du stade T3 notamment, I’étude
de KEITA (2005) avec 48%, I’étude de DIALLO (2007) avec 60,9%, I’étude de LUTULA
(2008) (75,8%) et I’étude de COULIBALY (2009) avec 49,4%, alors que dans notre étude seul
13,33% des patientes présentent des tumeurs de stade T3. La prédominance de ce stade peut
étre expliquée par le fait que les patients sont consultés tardivement et par 1’absence de

dépistage systématique dans les pays en voie de développement.

Le taux de patientes présentant des tumeurs avec extensions, c'est-a-dire en stade T4 est de 0%
dans notre série joignant ainsi, le résultat observe sur la série Marocaine de KOUALI (2017).
Alors que plusieurs études ont eu des patientes en stade T4, a différentes proportions.
Notamment, 1’étude de DIALLO (2007) qui ne note que 6,5% et la série de WELE (1998) ou
le stade T4 s’¢leve a 57,3% de cas. Nous pouvons conclure probablement a une légére avancée
en termes de dépistage ces dernieres années, en particulier dans les pays en voie de

développement.

2-1-2-5 Envahissement ganglionnaire « stade N du TNM »

Le principal caractere pris en compte pour prédire I’agressivité et I’évolution d’un cancer est
’atteinte ganglionnaire locorégionale qui constitue le mode métastatique le plus fréquent. Le
stade N a été évalué chez la totalité de nos patientes. Il a été négatif (No) chez 13 patientes
(43%) et positif (N+) chez 17 patientes soit un pourcentage de 57% (Figure N° 35).
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Figure N° 35 : Répartition selon ’atteinte des ganglions.

Ces résultats discordent avec ceux de la majorité des études qui, de maniére générale, notent
environ 20% des cas au stade No contre 80% au stade N+. En effet, I’étude Malienne de THIAM
(2003) note 20,9% de stade No contre 79,1% de stade N+. KEITA (2005) et DIALLO (2007)
aboutissent a des résultats identiques avec 20% de stades No et 80% de stades N+. Leurs
résultats se rapprochent egalement de ceux de THIAM (2003) et de LUTULA (2008). Des
études Marocaines effectuées plus réecemment ont abouti a des pourcentages de N+ encore plus
bas que le ndtre, 30% par (KOUALLI, 2017) et 35,7 % par FOUHI et al., (2020).

La discordance de nos resultats avec ceux de la littérature peut étre expliquée par une prise de
conscience de nos patientes due a une forte augmentation du taux de cancer du sein dans notre
wilaya ou bien, suite a de bonnes sensibilisations effectuées par les diverses associations d’aide
telle que I’association EL FADIJR, aboutissant & une augmentation des consultations de
dépistage. Par conséquent, les patientes de nos jours découvrent leur maladie a un stade plus

précoce notamment avant une atteinte des ganglions par les métastases.

Dans notre série, 57% des patientes sont au stade N+ contre 43% au stade No. Sur les 57% de
patientes présentant des métastases ganglionnaires (N+), 41% sont au stade N1 (07 cas), 41%
au stade N2 (07 cas) et seulement 17% au stade N3 (03 cas) (Figure N°36). Ces résultats
confirment notre hypothese de meilleure prise en charge de nos patientes en termes de
dépistage. Cependant, un retour en arriére sera forcément observé si on prenait une série de
patientes suivie pendant la pandémie de la covid19. Cette derniére a provoqué un retard de
consultation, de diagnostic et d’initiation du traitement. En effet, une étude américaine 1’a
clairement prouvé avec un retard moyen d’initiation du traitement de 32 jours dans le cas du
cancer du sein, suivi par un taux de mortalité a 5 et 10 ans qui augmente significativement selon
le stade du cancer (CONE et al., 2020).
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Figure N°36 : Répartition des ganglions positifs selon le stade N du TNM

Nos résultats concordent avec la littérature notamment avec 1’étude de KEITA (2005) et celle
de DIALLO (2007) qui notent respectivement 54,41% et 90% au stade N1, 41,17% et 7,5% au
stade N2 et 4,41 et 2,5% en stade N3. Ces résultats sont différents entre eux et des nbtres mais
se ressemblent du fait que tous sont relativement décroissants.
Seule 1’étude Malienne de THIAM (2003) discorde avec ce raisonnement. En effet, ce dernier
note une majorité de stade N3 (10 patientes sur 43 soit 23,3%).

2-1-2-6 Statut métastatique « stade M du TNM »
Le statut M du TNM représente la localisation secondaire des métastases c'est-a-dire en dehors

des métastases ganglionnaires représentées par le statut N. L’évaluation des métastases a

distance est un facteur pronostique et signe d’un cancer évolue.

La majorité des patientes formant notre échantillon est classée en stade Mx 93,33% soit 28
malades. En effet, les métastases de ses derniéres n’ont pas pu étre classées par manque de
renseignements. Seules 2 malades ne présentent pas du tout de métastases a distance MO

(6,66%) et aucune malade n’est classée en stade M+ (Figure N°37).
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Figure N°37 : Répartition selon le statut métastasique.

L’absence de renseignements permettant de classer les métastases de nos patients (Mx)
représenté par 93,33% fait que nos résultats discordent fortement avec ceux de la littérature. En
effet les deux etudes marocaines HAMMAS (2009) et LAMRAHI (2011) qui ne notent aucune
patiente en stade Mx, s’accordent sur un pourcentage majoritaire de stade MO, avec
respectivement 87,3% et 95% contre seulement 12,7% et 05%, alors que dans notre série, seule
6,66% de patientes ont été observees en stade MO et aucune patiente ne présente des metastases

bien objectivées M+,

2-1-2-7 Grade SBR

Le grade SBR est un facteur de pronostic indépendant de la taille et de 1’état des
ganglions. En effet, il tient compte de trois critéres (degré de différenciation, anisonucléose et
activité mitotique). Mais, bien que beaucoup d’études aient confirmé sa signification
pronostique, la variabilité inter-observateurs et la petite part de subjectivité avec laquelle sont
attribuées les notes des trois criteres, demeurent un souci important qui fait que le grading SBR

n’est pas un facteur pronostique fort.
Le grading a été effectué pour I’ensemble de nos patientes. Le grade SBR majoritairement

retrouvé est le grade Il avec 90% de cas (27 patientes), suivi du grade | avec 6,66% des cas
(02patientes) et enfin du grade 111 avec 3,33% (1 patiente) (Figure N° 38).
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Figure N° 38 : Répartition selon le grade SBR.

Dans notre série, on note une nette prédominance du grade Il, ce qui concorde avec plusieurs
données de la littérature. Notamment, 1’étude de BENDIB (2023) avec un pourcentage de 80%,
I’étude ENGELS et al (2014) avec un pourcentage 47,9% de patientes en grade II et I’étude
FOUHI et al., (2020) avec 55,9 %,

Nos résultats restent tout de méme discordants avec ceux retrouvés dans certaines études ayant
montré une plus forte prédominance du grade | (BROET et al., 1998) ou du grade Il (MINK
et al., 1994).

2-1-3 Nouveaux facteurs pronostiques

2-1-3-1 Expression des récepteurs hormonaux

La détection des RH joue un réle capital dans le choix du traitement (facteur pronostique). La
détermination de la valeur de ces récepteurs joue un réle dans la prédiction de la réponse a
I’hormonothérapie (facteur prédictif) (TREILLEUX et al., 2002). Cependant, la valeur
pronostique indépendante des RH reste diversement appréciée dans la littérature (HAMMAS,
2009). Les resultats des RH sont évalués par le score d’Allred. Seul le marquage nucléaire est

pris en considération avec un seuil de positivité de 10% (Figure N° 39).
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Figure N°39 : Microphotographie d’un amas de cellules tumorales RE- avec un témoin

interne positif (fleche) au grossissement x40.

- Expression des RE

L’¢évaluation de la valeur pronostique indépendante des RE est difficile. En effet, ’expression
des RE est souvent associée a des facteurs de bon pronostique comme un faible grade, un age
avancé...etc. De plus, les patientes RE+ bénéficient d’une hormonothérapie si réguliere qu’il
est difficile d’évaluer le pronostic en dehors de I’influence du traitement (ESTEVA et al.,
2004). 11 est a noter que la surexpression du REa est un facteur pronostique et prédictif bien
établi. Cependant, la signification pronostique du REP n’est pas bien définie (SPEIRS et al.,
2000).

Dans notre série, 22 patientes soit 73,33% expriment le RE, ce qui est proche du taux de 60%
a 70% de la littérature. Donc, seuls 26,66% (8 cas sur 30) sont RE- (Figure N° 40).

73,339
80.00% -
60.00% -
40.00% - 26.66%
20.00% + I
0.00% ‘
RE- RE+

Figure N° 40 : Répartition des cas selon I'expression des RE.
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Nos résultats sont plus élevés que ceux obtenus dans les études telles que 1’étude
Tunisienne de AYADI et al., (2008) qui notent un pourcentage de positivité ne dépassant pas
59,4%, I’étude Jordanienne d’ALMASRI et al., (2005) qui notent un pourcentage de positivité
encore plus bas 53%. L’é¢tude ’ANDERSON et al., (2001) et 1’étude Chinoise de CHOW et
al., (2000) trouvent également des taux d’expression plus bas que les ndtres. Cependant, nos
résultats concordent avec des études Francaises telles que celle réalisée par VINCENT-
SALOMON et al., (2003) qui notent 68% de RE+, ainsi qu’avec 1’étude de VILLAIN et
al.,(1997) qui note un pourcentage de 70%.

- Expression du récepteur a la progestérone
21 patientes sur 30 (70%) présentent un profil RP+ contre 30% (09 cas) présentant un profil
RP- (Figure N° 41).

80% - 70%

60% -

40% - 302

20% -

0%
RP- RP+

Figure N°41 : Répartition des cas selon I'expression des RP.

70% de nos patientes expriment le RP, ce qui rejoint le taux de 60 a 70% de la littérature. Les
cas RP- sont au nombre de 09 sur 30 soit un pourcentage de 30%. Nos résultats se rapprochent
fortement de ceux de 1’étude Marocaine réalisée par HAMMAS en 2009. En effet, cette derniére
note 71,4% de RP+ contre 28,6% de RP-.

D’aprés ZAFRANI et al., (2007), les RP pourraient avoir une valeur pronostique plus forte que
les RE car les patientes qui expriment les RP ont un meilleur pronostic que les autres dont la
valeur du RE est moins importante. De plus, d’aprés TREILLEUX et al., (2002), la valeur des

RE est plus un marqueur de la vitesse de croissance de la tumeur que du risque métastasique.
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2-1-3-2 Expression de I’oncogene HER2

Dans notre série, 20% de nos patientes expriment la protéine HER2 (score 3) (Figure
N° 42) contre 80% de patientes présentant un profil HER2 négatif (53,33% score 0 et 26,66%
score 1) (Figure N° 43) , nous n’avons pas eu de cas douteux score 2 (Figure N° 44). Dans ce
cas, il est recommandé de confirmer le score en refaisant la technique ou de procéder a des
techniques de biologie moléculaires (FISH : Hybridation fluorescente in situ, CISH :

Hybridation in situ colorimétrique).

Figure N°42 : Microphotographie d’un amas de cellules tumorales HER2 positif (score 3+)

montrant un marquage fort et complet (fleche) au faible et au fort grossissement.

Figure N° 43 : Microphotographie d’un amas de cellules tumorales HER2 négatif (score 1+)
au faible et au fort grossissement.
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Figure N°44 : Répartition des cas selon le statut HER2

Notre résultat concorde avec le taux de positivité de 20 a 30% mentionné dans la

littérature (PAULETT]I et al., 2000). Il est également trés proche des 22% de positivité noté par
I’étude Algérienne de BENDIB (2023) et des 20,8% de surexpression notés par I’étude Danoise
réalisée par RASSMUSSEN en 2008.
Notre pourcentage de positivité (20%) est légerement inférieur et discorde donc avec celui de
plusieurs études, telles que 1’é¢tude Australienne de BILOUS et al., (2003) qui note 26% de
positivité, 1’étude Tunisienne de AYADI et al.,(2008) note également 26% d’HER2+, 1’étude
Jordanienne d’ALMASRI et al., (2005) présente un pourcentage de positivité de 24%. L’étude
Marocaine de MANSOURI, réalisée en 2017 note un haut pourcentage de positivité qui s’éléve
a 87%, il est a noté que I’étude s’est beaucoup plus intéressee au cas HER2+ (MANSOURI,
2017).

Il est a noter que I’évaluation du statut HER2 présente un intérét thérapeutique. En effet,

les patientes présentant une surexpression de cet oncogéne bénéficient d’une thérapie ciblée
basée sur un traitement avec la Trastuzumab (Herceptine). Il est également important de
connaitre le statut HER2 du fait que la surexpression est associée a une mauvaise réponse de
certaines molécules de chimiothérapie telles que les Doxorubicines, le Fluorouracil...etc.
Les patientes présentant des RH positifs doivent normalement bénéficier d’une
hormonothérapie. Cependant, lorsqu’ils présentent une surexpression de ’'HER2, la thérapie
hormonale au tamoxiféne se révele inefficace ou méme nuisible et nocive (MENARD et al.,
2000).
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La valeur pronostique indépendante de ’HER?2 a été difficile a établir car la majorité des études
¢taient rétrospectives utilisant des méthodes d’évaluation différentes. Cependant, une multitude
d’études démontrent I’'importance d’HER2 comme facteur pronostique. Selon OFFERSEN et
al., (2008), la surexpression d’HER2 est corrélée a un mauvais pronostic chez toutes les

patientes avec et sans métastases ganglionnaires.

2-1-3-3 Expression de la protéine LMP1 d’EBV

La coloration nucléaire avec I’anticorps LMP1, indépendamment de I’intensité de la coloration
et du pourcentage de cellules colorées a été considérée comme une expression positive a LMP1
alors que le tissu adjacent sain est négatif a LMP1 (Figure N° 45)

Figure N°45 : Microphotographie d’un amas de cellules tumorales positives a LMP1

montrant une coloration nucléaire.

Dans notre serie, 23,33% des carcinomes mammaires expriment la protéine LMP1 qui signe de
la présence du virus EBV, Le reste, soit 77% présente un profil LMP1 négatif (Figure N° 46).
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Figure N°46 : Répartition des cas selon le profil LMP1

Ce résultat de 23,33% de patientes présentant un carcinome mammaire avec présence d’EBV
(LMP1 détecte) est proche du 26% de positivité noté par 1’étude Jordanienne réalisée en 2013
par Monsieur KHABAZ. En effet, ce dernier a utilisé deux méthodes de détection :

- La PCR (aprés extraction de I’ADN) a la recherche du génome viral avec les amorces
EBR2, BNLF1, EBNA2 et GP220 ou il note 26,08% de positivité sur les tissus tumoraux
contre seulement 6,12% de positivité au niveau des tissus seins ce qui présente une
différence statistiguement significative ;

- L’immunohistochimie a la recherche de I’expression de la protéine EBNAT1 ou il note
26% de positivité des tissus tumoraux mammaires avec une coloration nucléaire

granulaire.

L’¢tude de SHARIFPOUR et al, realisée en 2019 sur des échantillons de tissus fixes au formol
et inclus en paraffine a également noté apres extraction de I’ADN et réalisation d’'une PCR pour
la détection de I’ADN viral EBNA3 C, un pourcentage de positivité de 27,02% sur les tissus
tumoraux contre seulement 11,42% pour les témoins. Un résultat qui se rapproche donc du

notre.
Le méta analyse qui englobe 16 études (réalisées avec différentes techniques IHC, PCR,

hybridation in situ), sur un total de 1279 patients et 814 témoins suggére également que

I’infection a EBV est significativement associée a un carcinome du sein (JIN et al., 2019).
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L’¢tude de MOFRAD et al réalisée en 2020 quant & elle, note un pourcentage de positivité qui
ne dépasse pas les 6,7%. Un résultat trés inférieur au notre et a ceux de plusieurs études. L’étude
visait a détecter EBNA1 d’EBV aprés extraction de ’ADN et réalisation d’une PCR. Aucun
tissu témoin n’a été marqué et toutes les patientes chez qui ’EBV a été détecté (6,7%) avaient
des grades tumoraux ¢élevés (II et IIT). Alors que I’étude Libanaise de NAGI et al., de 2021

trouve un taux de présence d’EBV relativement élevé de 40%.

Ainsi, notre résultat confirme et élargie les rapports antérieurs qui notent des proportions
différentes de positivité d’EBV dans les carcinomes mammaires (27,77% par GHIMIJA et al
en 2017, 29,33% de la méta-analyse réalisée par HUO en 2012, 35% par PRECIADO et al en
2005, 46% par PERKINS et al en 2006.

Nous savons aujourd’hui que la coinfection par les oncovirus joue un role important dans
I’oncogenése humaine. 11 serait donc important de s’intéresser a ’avenir a I’interaction de ces
derniers et de leurs roles possibles dans la carcinogenese mammaire. Des recherches sur des
patients pakistanais ont révélé que la coinfection par ’EBV et les HPV a haut risque suggéraient
un possible effet carcinogéne synergique (NAUSHAD et al., 2017). L’étude de NAGI et son
équipe a également rapporté que I’HPV a haut risque et ’EBV sont coprésents dans 29% des
cas des de carcinomes mammaires étudiés. De plus cette coprésence est associee au grade
tumoral (NAGI et al., 2021).

D’autres rapports se sont révélés négatifs et n’ont pas pu prouver la présence d’EBV dans les
carcinomes mammaires (DADMANESH et al., 2002 ; KIJIMA et al., 2002 ; DESHPANDE et
al., 2002 et HERMANN et al., 2003).

La variabilité des résultats notés dans la littérature peut étre attribuable a la diversité des
techniques utilisées (IHC, PCR, ISH) pour la détection du virus, des différentes protéines qui
dérivent de ’EBV ou des acides nucléiques étudiés ou encore de I’origine ethnique (GLASER
et al. 2017).

La variation épidémiologique et I’dge de la premicre infection a ’EBV peuvent également jouer

un réle (YASUI et al., 2001).

A la lumiére de ces données et de nos résultats, nous pouvons suggérer que EBV joue un role
dans ’oncogenése mammaire mais probablement pas en tant que facteur éthologique primaire.

Du fait qu’il ne soit pas détecté systématiquement dans toutes les cellules carcinomateuses
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mammaires, bien que ’EBV soit connu pour étre un virus hit-and-run. En effet, méme dans les
cas de carcinomes nasopharyngés ou le role de ’EBV ne se discute plus et est bien documenté,
toutes les cellules tumorales ne sont pas colorées par I’anticorps (GLASER et al., 2004). De
plus I’expression de la protéine LMP1 par exemple, dépend du type de latence (latence II) et sa
négativité n’élimine pas la présence de '’EBV (KAFE et al., 1998).

Dans le cas du cancer du sein, il jouerait plut6t le role d’agent qui avec d’autres cofacteurs,
devient capable de modifier le comportement des cellules déja transformées, leurs conférant
ainsi un phénotype plus agressif (SHARAF et al. 2012), hypothése soutenue par le fait que
MURRAY et al., en 2003 ont remarqué que les cancers du sein EBV+ sont plus agressifs que
les autres cancers du sein. Plus récemment, d’autres auteurs ont rapporté que 1’expression du
géne LMP1 est associé a un phénotype invasif (ABOULKASSIM et al., 2015). C’est ainsi que
nous nous sommes intéressés a 1’étude des facteurs pronostiques connus du cancer du sein sur

des profils tumoraux exprimant ’EBV et plus exactement la protéine LMP1.

2-2 Etude analytique

Dans le but de déterminer les éventuelles associations entre les facteurs pronostiques et la
présence du virus EBV, nous avons réalisé des tests statistiques sur notre population en utilisant
le logiciel SPSS. Nous avons étudié nos variables deux a deux en réalisant deux types de test :
e Test exact de Fisher, tout en calculant le V' de Cramer et le coefficient de contingence

au seuil 0=0,05.

e Test de corrélation de SPEARMAN avec une marge d’erreur 0=0,05.

Avec les résultats notés sur cette méme population, nous avons tracé des histogrammes
comparatifs de I’expression de la protéine LMP1 qui note de la présence d’EBV, de I’expression
des RH et de la surexpression de ’'HER2 en association avec les facteurs pronostiques
classiques tels que I’age, le grade SBR...etc.

Le but de cette démarche n’est pas de déterminer la valeur pronostique de chaque facteur
individuellement. En effet, il s’agit d’étudier leur association, leur valeur pronostique ainsi que
thérapeutique de maniere jumelée en prenant en considération I’influence des uns sur les autres,
étant donné que la biologie du cancer ne se résume pas a une seule cause ou a un seul facteur,
bien au contraire, il s’agit d’'une maladie multifactorielle ou aujourd’hui, nous évaluons un

facteur viral.
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2-2-1 Etude de la relation RE-RP

Nous avons noté I’existence d’une forte relation entre ’expression du RE et 1’expression du RP

avec une P value statistiguement significative et un V de Cramer de 0,757.

Nous avons également prouvé une corrélation positive significative entre ’expression de ces
deux récepteurs hormonaux avec un coefficient de corrélation de 0,757. Cette relation positive
et corrélation entre les RE et RP rejoint les résultats de plusieurs autres études telles que 1’étude
Jordanienne d’ALMASRI et al., (2005), ou encore 1’étude Tunisienne de AY ADI et al., (2008).
En d’autres termes, les patientes RE+ sont généralement RP+ comme le démontre également

bien la figure N°47.

80%
60%
40%

20%

0%
RP+ RP-

M RE+ ™ RE-

Figure N°47 : Corrélation des RH entre eux

Dans notre étude, nous avons noté 66,66% RE+/RP+ (figure N°47), un pourcentage plus élevé
que ceux trouvés dans d’autres études telles que celle de HAMMAS (2009) qui note 55%
RE+/RP+ ou celle d’ALMASRI et al., (2005) qui inscrit un pourcentage encore plus bas ne
dépassant pas 39,5%.

Nous n’avons obtenu qu’un pourcentage de 23,33 % de patientes sous un profil RE-/RP-, que
deux patientes présentant un profil RE+/RP- et une seule RE-/RP+ (figure 48). Cela est expliqué
par le fait que I’expression du RP est fortement dépendante de I’expression des RE. RP est donc
rarement observé dans les tumeurs RE négatives et inversement, comme le démontre bien notre
test de Fisher et V de Cramer qui dépasse 0,70 prouvant ainsi une forte relation entre

I’expression de ces deux récepteurs.
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Il est & noter qu’historiquement, I’analyse du RP a été effectuée afin d’évaluer I’intégrité de la
voie des RE quand la tumeur est rapportée RE-. Notre résultat concorde donc avec les données
de la littérature.

Il est clair que la positivité des RH est un facteur de bon pronostic puisque les patientes
bénéficieront d’une hormonothérapie. En effet, de trés nombreuses études ont mis en évidences
une étroite corrélation entre la présence de RH et la réponse a ’hormonothérapie ainsi qu’une
corrélation entre le taux de ces récepteurs et la durée de cette thérapie anticestrogenique
(BRETTES et al., 2007). Des auteurs ont également démontré que les tumeurs RE+/RP+
répondent beaucoup mieux a I’hormonothérapie que les tumeurs RE+/RP- (ELLEDGE et al.,
2000). L’intérét des RP dans le choix d’une thérapie hormonale est encore controversé. Nous

recommandons donc dans la pratique une prise en consideration plus importante des RE.

Il est admis dans la littérature et prouve dans notre série que RE et RP présentent une forte
relation. Nous avons alors voulu étudié le lien entre ’expression de ces deux RH et la

surexpression de I’oncoprotéine HER2.

Dans notre étude, nous n’avons noté aucune relation statistique entre 1’expression des RH et la
surexpression de la protéine HER2. (P value RE= 0,645> 0,05 avec un VVde cramer = 0,075, et
P value RP=1 avec V de cramer = 0,036 au seuil alpha=0,05). Les deux variables RE et RP ne
sont donc pas liées a la variable HER2. En d’autres termes, la surexpression de I’oncoprotéine
n’a aucun lien avec I’existence des RH+. Pourtant, I’histogramme de la figure N°48 démontre
clairement une tendance inversée. En effet, 60% de nos patientes qui expriment RE ne
surexpriment pas ’THER2 (profil RE+/HER2-) et 56,66% des patientes RP+ sont également

HER2-. On remarque ainsi que de maniére générale, les patientes RH+ sont plutét HER2-.
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Figure N°48 : Profils d’expression des RH et de ’oncoprotéine HER2

A la lumiere de ces résultats, nous nous sommes penchés sur 1’étude des corrélations entre ces
variables, dans le but de comprendre le comportement des RH versus celui du récepteur HER2.
On note alors, une corrélation inverse entre ’expression du RE et la surexpression de ’HER2
avec un coefficient de corrélation statistiquement significatif égal a -0,75.

Notre resultat concorde avec la littérature du fait que la majorité des études ont noté que les cas
HER?2 score 3 sont beaucoup plus représentés dans les cas RE- que dans les cas RE+. Environ
35% des cas RE- présentent une amplification d’HER2 contre seulement 10 a 15% RE+/HER2+
(ELISS et al., 2006), dans notre étude ce profil est repreésenté a hauteur de 13,33%.

Cette corrélation inverse concorde également avec le résultat trouvé par RASSMUSSEN (2008)
et AZIZ et al., (2001) ou encore celui de BORGQUIST et al., (2008). Ces resultats sont
expliqués par le fait que I’cestrogeéne supprime la transcription de ’HER?2 ainsi, ce dernier induit

la prolifération en 1’absence de la voie RE.

Dans le cas du test de corrélation RP/HER2, nous n’avons pas pu trouver une relation statistique
significative. Cependant, nous notons une tendance a une corrélation inverse avec un coefficient
de SPEARMAN de -0,36. De plus cette corrélation inverse reste logique du fait qu’il y ait une
corrélation positive RE/RP et une corrélation négative RE/HER2. A partir de ces données, on

peut déduire que la corrélation RP/HER2 sera négative.

Dans notre série, nous avons €galement noté I’existence de profils triple négatifs ou encore
RH+/HER2+. Ce résultat concorde avec les données de la littérature et est expliqué par le fait
que bien que la corrélation inverse entre I’expression des RE et de ’HER2 soit admise, elle
reste tout de méme non absolue. En effet, environ 10% des cas RE+ peuvent également étre
HER2 + (TODOROVIC, 2005), dans notre série ce profil est représenté a hauteur de 13,33%.
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De manicre générale, 1’étude de ces trois facteurs pronostiques démontre que deux d’entre eux

(RH) sont corrélés positivement et sont inversement corrélés avec le troisieme (HER2).

Dans notre série, aucune relation statistique entre I’expression des RH et la présence d’EBV
(jugée par I’expression de la protéine LMP1) n’a été noté. (Dans le cas du RE, P value est de
0,638> 0,05 avec un V de cramer = 0,154. Et dans le cas du RP, P value= 1 avec V de cramer
=0,017).

D’un point de vue statistique, les deux variables RE et RP ne sont pas liées a la variable LMP1.
Cela signifie que nous n’avons pas €tabli de lien entre la présence de la protéine virale LMP1
et I’expression des RH dans les cancers du sein.

Un résultat qui concorde avec certaines études, notamment celle de KHAN et ses collaborateurs
en 2011 ou encore, SHARAF et al., (2012) qui ne notent aucune association entre la présence
d’EBYV et I’expression des récepteurs stéroidiens ou méme avec I’état de ménopause.

Dans notre serie, aucune corrélation statistiquement significative n’a été notée entre les RH et
LMP1, contrairement aux resultats observés par plusieurs études telles que celle de BONNET
etal., en 1999, FINA et al., 2001, MURRAY et al, en 2003, HACHANA et al, 2009 ou encore
I’étude Francaise menée par MAZOUNI et ses collaborateurs en 2011 qui ont démontré une
correlation inverse significative. Cela indique clairement que I'EBV est détecté plus
fréquemment dans les tumeurs mammaires RH négatifs, pointant vers l'agressivité de ces
tumeurs. En revanche, dans notre étude, on remarque que la majorité des patientes qui
expriment les RH n’expriment pas LMP1 (figure N°49). En effet, 53,33% de nos malades
présentent un profil RH+/LMP1-. Nous n’avons pas pu conclure en la corrélation inverse entre
I’expression de LMP1 et la positivit¢ des RH car la majorit¢ des malades formant notre
échantillon sont RH+. Une enquéte plus élargie avec un plus grand effectif aboutira

probablement a cette corrélation inverse notée dans la littérature.
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Figure N°49 : profils d’expression des RH et de I’oncoprotéine LMP1

2-2-5 Etude de la relation HER2-LMP1

Dans notre étude, nous n’avons abouti a aucune relation statistique entre 1’expression de la
protéine virale LMP1 et la surexpression de la protéine HER2 (P value= 0,290> 0,05 avec un
Vde cramer = 0,276). De plus aucune corrélation statistiquement significative n’a été notée.
Notre résultat concorde avec 1’étude réalisée aux Emirats Arabes unis, par KHAN et son équipe
en 2011, ainsi qu’avec I’é¢tude Tunisienne de HACHANA et ses collaborateurs, réalisée en
2009. Cependant, dans la littérature il est rapporté que I’infection de certaines lignées cellulaires
carcinomateuses mammaires par I’EBV induit ’activation des voies de signalisation
HER2/HER et que la surexpression de ’'HER2 rend les cellules tumorales mammaires
hautement résistantes aux drogues chimiothérapeutiques. Il est donc curieux qu’on ne rapporte
pas cette corrélation entre la présence de I’EBV et la surexpression de ’HER2 surtout que dans

notre série, aucune patiente ne présente un profil LMP1+/HER2+.

2-2-6 Etude des corrélations entre I’expression de LMPI et les facteurs pronostiques classiques.

Comme nous I’avons préalablement souligné, 1’évaluation des nouveaux facteurs pronostiques
permet de définir de nouveaux sous-groupes de cancer du sein. Cependant, la question de la
relation entre I’expression de I’EBV et les déterminants pronostiques et clinico-pathologiques
du carcinome du sein reste posée. Nous tenterons donc, d’y répondre dans la seconde partie de
ce travail. Le but étant, également de savoir comment tous ces facteurs influencent le pronostic

global ?
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Dans notre série, nous n’avons noté aucune corrélation statistiquement significative entre
I’expression de la protéine LMP1 de I’EBV et les facteurs pronostiques classiques a savoir :
I’age des patients, le grade SBR, la taille tumorale ou encore ’envahissement des ganglions

lymphatiques (Tableau V).

Tableau V : Tableau récapitulatif des corrélations entre I’expression de la protéine LMP1 et

les déterminants clinico-pathologiques du carcinome mammaire

Coefficient de

P value ] Signification
corrélation
LMP1-Age 0,680 -0,078 Non significatif
LMP1-SBR 0,564 0,19 Non significatif
LMP1-T 0,442 -0,146 Non significatif
LMP1-N 0,092 -0,313 Non significatif

Cette absence de lien et de corrélation statistiquement significative entre le développent d’un
carcinome du sein avec une infection a ’EBV et les quatre facteurs pronostiques sus-etudiés a
également été notée par FINA et son équipe en 2001, PERICARDO et al., en 2005, HACHANA
et ses collaborateurs en 2011, ainsi que MOHAMMEDIZADEH et al., en 2014. D’autres
auteurs ont obtenu des conclusions presque similaires, CHU et ses collaborateurs en 2001 ont
constaté que I’identification de ’EBV n’était pas associé¢e a la taille de la tumeur, 1’état des
ganglions ou le grade tumoral. En 2013, KHABAZ ne trouve pas d’association significative
entre le développement d’un cancer du sein a EBV et I’age, le grade SBR ou la taille tumorale.
L’¢tude égyptienne de SHARAF et al., réalisée en 2012 n’observe pas de lien significatif entre
la présence de ’EBV et I’age. Cependant, des associations significatives ont été détectées entre
I’expression du génome d’EBV et des facteurs de mauvais pronostic, tels qu’un grade tumoral
¢levé et ’envahissement ganglionnaire et ce, en accord avec une étude antérieure qui a abouti
a une conclusion identique (BONNET et al, 1999).

FAWZY et al., en 2008 font le rapprochement entre un statut (EBV-) et I’état des ganglions en
obtenant une association significative entre 1’envahissement ganglionnaire et la présence
d’EBV dans les tumeurs. Cela suggere que ’EBV est li¢ a une forte potentialité métastatique
des tumeurs et qu’il peut jouer un role dans le développement et I’altération comportementale

de certains carcinomes agressifs.
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L’¢étude Frangaise de MAZOUNI et al., de 2011, note également des caractéristiques plus
agressives dans les cancers mammaires exprimant EBV, en particulier un grade tumoral élevé.
MURRAY et ses collaborateurs en 2003 ont conclu que les tumeurs exprimant EBV étaient
significativement plus susceptibles d’étre de grade élevé, impliquant plus de ganglions
lymphatiques et de plus grande taille. Cette notion de taille tumorale a également été rapportee
par 1’étude de SHARAF et al., en 2012. En effet, dans cette étude ’EBV n’a pas été détecté
dans les tumeurs de petite taille T1 (< 2 cm) et tous les carcinomes EBV positifs étaient de taille
tumorale T2 ou T3 (> 2cm), mais la différence était statistiquement insignifiante.

En 2012, GLENN et son équipe ont trouvé une association entre la présence de ’EBV dans les
tumeurs mammaires et le jeune age des patientes au moment du diagnostic.

Ces diverses corrélations rapportées dans la littérature, entre la présence de 'EBV dans la
tumeur et les facteurs de mauvais pronostiques, bien que mitigées, font penser a une maladie

de pronostic defavorable.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Le cancer du sein représente le premier cancer de la femme et la premiére cause de
mortalité féminine par cancer. Sa prise en charge est complexe et 1’évaluation des facteurs
pronostiques est une étape importante pour une décision thérapeutique adéquate. De plus,
I’évaluation des nouveaux facteurs pronostiques (comme les RH et ’HER2) a permis

I’apparition de nouvelles thérapeutiques (thérapies ciblées).

Au terme de notre étude, nous retenons que I’incidence de cette pathologie redoutable est en
évolution croissante et que cette derniere apparait a un age relativement jeune dans notre wilaya.
Nous avons noté un taux d’expression des RE et des RP proche de celui décrit dans la littérature
avec respectivement des pourcentages de 73.34% et 63.33%. Cependant, le taux d’expression
de I’oncoprotéine HER2 (16.67%) se rapproche mais reste inférieur a celui cité dans la
littérature. Ces nouveaux facteurs présentent une association statistique significative avec une
correlation positive entre les RE et RP et une corrélation inverse de ces derniers avec
I’expression de ’HER2.

L’expression des RH est associée a certains facteurs de bon pronostic comme 1’age avancé, un
score SBR de bas grade, une faible taille tumorale...etc. Inversement, la surexpression d’HER2
est plutdt associée a des facteurs de mauvais pronostic comme le jeune age (< 35ans), un score

SBR de haut grade et une taille tumorale augmentée.

Aucune relation statistique n’a été observée entre I’expression de la protéine LMP1 et I’age, le
grade tumoral SBR, la taille tumorale, I’envahissement des ganglions lymphatiques,
I’expression des RH ou encore la surexpression de ’'HER?2.

L’EBV pourrait représenter un cofacteur parmi d’autres dans la transformation maligne des
cellules épithéliales. La majorité de nos résultats concordent avec ceux de la littérature. De ce

fait, nous pouvons affirmer la fiabilité de notre technique immunohistochimique.

En perspective, on peut envisager d’affiner cette étude en augmentant I’effectif de la
population, en réalisant un suivi post analyse des patientes et en prenant en considération la

classification moléculaire du cancer du sein lequel, dans un futur proche, permettra d’établir
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des thérapies a « la carte » et individualisées. Le profil genomique deviendra alors un facteur
pronostique et prédictif de la réponse thérapeutique.
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ANNEXES

Annexe | : Classification histologique des cancers du sein selon POMS 2002-2003 :

Classification histologique des carcinomes mammaires de ’OMS
Tumeurs épithéliales non infiltrantes

Carcinome canalaire in situ (intracanalaire) (CCIS)

Carcinome lobulaire in situ (CLIS)

Tumeurs épithéliales infiltrantes

Carcinome canalaire infiltrant SAI (sans autre indication)
Carcinome canalaire infiltrant avec composante intracanalaire prédominante
Carcinome lobulaire infiltrant

Carcinome mucineux (colloide)

Carcinome médullaire

Carcinome papillaire

Carcinome tubuleux

Carcinome adénoide kystique

Carcinome secrétant juvénile

Carcinome apocrine

Carcinome métaplasique de type épidermoide

Carcinome métaplasique de type a cellules fusiformes

Carcinome métaplasique de type chondroide et osseux

Carcinome métaplasique de type mixte

Maladie de Paget du mamelon
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Annexe |1 : Classification TNM du cancer du sein, 8e édition 2017.

TUMEUR PRIMITIVE (T)
TX : Détermination de la tumeur primitive impossible.
TO : Pas de signe de tumeur primitive.
Tis : Carcinome in situ.
Tis (CCIS) : Carcinome canalaire in situ.
Dans la classification 2017, le carcinome lobulaire in situ est considéré comme une lésion
"bénigne" et est donc exclue de la classification pTNM.
Tis (Paget) : Maladie de Paget du mamelon sans tumeur décelable.
Note : une maladie de Paget avec tumeur décelable est a classer en fonction de la taille de la
tumeur.
T1 : Tumeur < 2 cm dans sa plus grande dimension.

e T1lmic : Micro-invasion < 0,1 cm dans sa plus grande dimension.
Note : La micro-invasion est une extension des cellules cancéreuses, au-dela de la membrane
basale sans dépasser 0,1 cm. Quand plusieurs sites de micro-invasion existent, le plus important
est pris en compte pour classer la micro-invasion (ne pas prendre en compte la somme des sites).
La présence de multiples sites de micro-invasion doit étre notee.

e Tla:0,1 cm<T <0,5 cm dans sa plus grande dimension.
Pour les Iésions entre 1 et 2 mm, il est recommandé, du fait de I'imprécision de la mesure, de la
taille, de formuler le compte-rendu en disant que la tumeur avoisine les 2 mm.
Il est bien précisé que le plus grand diamétre du nodule principal doit servir a cette
classification. En cas de petit(s) nodule(s) satellite(s), ces derniers ne doivent pas étre ajoutés a
la taille du nodule principal.
En cas de tumeurs multiples, le plus grand diametre de la tumeur la plus volumineuse doit servir
pour le pT. Les dimensions des autres tumeurs plus petites ne doivent pas étre ajoutées a la
taille du nodule principal.

e T1b:0,5cm<T <1 cm dans sa plus grande dimension.

e Tlc:1cm<T <2 cmdans sa plus grande dimension.
T2 Tumeur 2 cm < T < 5 cm dans sa plus grande dimension.
T3 : Tumeur >5 cm dans sa plus grande dimension.
T4 : Tumeur de toute taille avec extension directe a la paroi thoracique (a) et/ou a la peau (b).

e T4a: Extension a la paroi thoracique.
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Note : la paroi thoracique comprend les cotes, les muscles intercostaux et le grand dentelé mais
ne comprend pas le muscle pectoral.

e T4b: (Edéme (y compris la « peau d'orange ») ou ulcération cutanée du sein ou nodules

de perméation cutanés limités au méme sein.

Il est précisé que latteinte cutanée uniquement visible microscopiquement, en l'absence
d'ulcération ou de "peau d'orange” clinique, ne doit pas étre classé comme T4b mais la tumeur
doit étre classée seulement en fonction de sa taille.

e T4c: Alafois 4a et 4b.

e T4d : Carcinome inflammatoire.
Note : le carcinome inflammatoire du sein est caractérisé par une induration cutanée diffuse,
d'aspect charnu, a bords érysipéloides, habituellement sans tumeur palpable sous-jacente. Si la
biopsie de la peau est négative et s'il n'y a pas de cancer primitif localisé, mesurable, un
carcinome inflammatoire clinique (T4d) est classé pTx sur le plan histopathologique.
Pour la classification pT, la taille de la tumeur est fondée sur la composante invasive. S'il y a
un important contingent d'in situ (de 4 cm par exemple) et une petite composante invasive (de
0,5 cm par exemple), la tumeur sera codée pTla.
Une dépression cutanée, la rétraction du mamelon ou toute autre modification des téguments, a
I'exception de celles retenues pour la catégorie T4, peuvent exister avec T1, T2 ou T3 sans

influer sur le classement.

ADENOPATHIES REGIONALES (N)
Nx : Appréciation impossible de I'atteinte ganglionnaire (du fait, par exemple, d'une exérése
antérieure).
NO : Absence de signe d'envahissement ganglionnaire régional.
N1 :Ganglions axillaires de niveau | et Il homolatéraux  mobiles.
N2 : Métastases dans un ou plusieurs ganglions axillaires de niveau I et I1 homolatéraux fixé(s)
ou confluent(s) ou dans un ou plusieurs ganglions mammaires internes homolatéraux
cliniguement détectables[1] en I'absence de métastase ganglionnaire axillaire cliniquement
évidente.

e N2a : Métastases dans un ou plusieurs ganglion(s) axillaire(s) fixé(s) entre eux

(confluents) ou a d'autres structures.
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e N2b : Métastases cliniquement détectables [1] uniquement dans les ganglions
mammaires internes, et en I'absence de métastase ganglionnaire axillaire cliniquement
décelable.

N3 : Métastases dans les ganglions sous-claviculaires homolatéraux (niveau I1l) avec ou sans
envahissement ganglionnaire axillaire (niveau I, 1) ou métastase ganglionnaire mammaire
interne homolatérale cliniqguement détectable [1] en présence de métastase axillaire (niveau I,
I1) cliniquement évidente ; ou métastases ganglionnaires sous-claviculaires homolatérales avec
ou sans envahissement ganglionnaire axillaire ou mammaire interne.

e N3a: Métastase(s) ganglionnaire(s) sous-claviculaire(s).

e N3b: Métastases ganglionnaires mammaires internes et axillaires.

e N3c : Métastase(s) ganglionnaire(s) sus-claviculaire(s).

11,0, 1,1et1,2: Cliniguement détectable signifie : détecté par un examen clinique ou par
I'imagerie (lymphoscintigraphie exclue) et présentant des caractéristiques hautement suspectes
de malignité, ou suspicion histopathologique de macrométastase fondee sur I'analyse
cytologique d'un prélevement par cytoponction. La confirmation par cytoponction sans biopsie
exérese d'une maladie métastatique cliniquement détectable est désignée par le sigle (f), comme
par exemple cN3(f).

En I'absence d'attribution du pT, I'exérese biopsie d'un ganglion ou le prélevement d'un ganglion
sentinelle sont classés selon la classification clinique N, par exemple : cN1. Lors de I'exérese
biopsie d'un ganglion ou du prélevement d'un ganglion sentinelle, la classification

histopathologique (pN) n'est utilisée que si le statut pT a pu étre attribué.

METASTASES (M)
MX : Renseignements insuffisants pour classer les métastases a distance
MO : Absence de métastase a distance

M1 : Présence de métastase(s) a distance
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Annexe Il : Tableau représentatif des réactifs contenu dans les kits dako (récepteurs

hormonaux, I’hercepTest, kit EBV IR753).

Réactifs/lames
Solution de démasquage
Réactif de blocage de

la peroxydase

Anticorps primaire

Reéactif de control négatif

Solution de tampon substrat
DAB
Solution de substrat
chromogéne DAB

Solution de ringcage

Kit Dako des récepteurs hormonaux
Tampon citrate avec agents antimicrobiens.
Solution contenant du peroxyde d’hydrogeéne a 0,5%, des

inhibiteurs enzymatiques, un conservateur (RH).

Solution contenant du peroxyde d’hydrogene a 3% avec
15mmol/L d’azide de sodium (NaN3) (HER2).
Anticorps monoclonal de souris anti-RE humain (1gG),
Anticorps monoclonal de souris anti-RP humain (IgG) dans

un tampon tis-HCL contenant une protéine stabilisante.

Anticorps de lapin anti-HER2 humaine dans un tampon tris-
HCL contenant une protéine stabilisante
Anticorps monoclonal de souris anti-LMP1 CS1-4 dans un
tampon tris-HCL contenant une protéine stabilisante
Anticorps monoclonaux de souris (IgG) dans un tampon

tris-HCL contenant une protéine stabilisante (RH).

Anticorps monoclonaux de lapin dans un tampon contenant

une protéine stabilisante (HER2)

FLEX Negative control mouse (link) IR7 (LMP1)
Solution contenant du peroxyde d’hydrogeéne <0,1% et des
stabilisants.

Solution chromogéne de tétrahydrochlorure de 3,3’-
diaminobenzidine & 5%.

Tampon tris-HCL avec un détergent et un agent

antimicrobien.
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Lames de contrdle Chaque lame contient une lignée cellulaire présentant une
expression des récepteurs hormonaux et une lignée

négative.
Chaque lame contient 3 lignées cellulaires de carcinome

mammaire avec 3 niveaux d’expression d’HER?2 : score 0,

1+ et 3+.
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Annexe IV : Descriptif de ’appareillage utilisé

1- Appareil a circulation (Circulateur) :
Le circulateur est un automate qui comporte douze bacs de compositions différentes, organisés

comme indiqué dans le tableau ci-dessous.

Tableau représentatif de I’organisation et de la contenance des bacs du circulataur.

Pourcentage Alcool Eau distillée
d’alcool (%)

1 bac a 50 % 700 ml 700 ml

1 baca70 % 1000 mi 480 ml

1 bac a 96 % 1400 ml 112 mi

3 bacs d’alcool absolu 100 %
3 bacs de xyléne

2 bacs de paraffine
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Photographie du circulateur (laboratoire d’anatomie-pathologie du CHU de Tizi-Ouzou).

2-Appareil a enrobage :

L’appareil a enrobage est une machine programmable qui permet I'inclusion des tissus
biologiques dans la paraffine.

Il peut étre subdivisé en deux parties :

-Une partie chaude dont fait partie le réservoir a paraffine (chauffé a 60C°) dans lequel on place
les cassettes avant I’enrobage, le bac a moules, le distributeur de paraffine et une partie de la
surface de travail permettant le maintien de la paraffine sous forme liquide facilitant ainsi la
manipulation et ’orientation de 1’échantillon ;

-Une partie froide représentée par le reste de la surface de travail. Elle permet la solidification

de la paraffine et donc la formation d’un bloc.
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Photographie de I’appareil a enrobage (laboratoire d’anatomie-pathologie du CHU de Tizi-

Ouzou).

3- Microtome :

Le microtome est un appareil employé pour obtenir des coupes trés fines de tissus biologiques
insérés dans une cassette de paraffine, ce qui permet de monter des lames pour en faire ’examen
au microscope.

Il est constitué de :

-Un support de bloc de paraffine ;

-Une lame tranchante portée par une plaque métallique ;

-Une manivelle qui, par un mouvement rotatoire, entraine le processus de coupe.

Le microtome est accompagné d’une grande plaque réfrigérante sur laquelle sont déposés les
blocs de paraffine avant la coupe.

Le microtome et la plaque réfrigérante sont représentés sur la photographie ci-dessous.
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Photographie du microtome (laboratoire d’anatomie-pathologie du CHU de Tizi-Ouzou).

4- Batterie de coloration HE :

La batterie de coloration HE est un automate composé de 27 bacs successifs de capacité égale
a 300 ml, de composition et réles différents représentés par le tableau numéro IllI.
L’organisation de la batterie de coloration hématoxyline-éosine est représentée par la

photographie et le tableau ci-dessous.
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Photographie de la batterie de coloration H.E (laboratoire d’anatomie-pathologie du CHU de
Tizi-Ouzou).
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Tableau représentant I’enchainement et les roles des différents produits de la batterie de

coloration.
Composition des bacs
6 bacs de xylene
4 bacs d’alcool a
concentration ™
2 bacs d’eau
courante
2bacs
d’hématoxyline de
Harris
2 bacs d’eau
courante
1 bac de lithium
carbonate
1 bac d’eau courante
1 bac d’éosine
1 bac d’eau courante
1 bac d’eau distillée

2 bacs d’alcool

4 bacs de xyléne

Rbles

Poursuite du déparaffinage (la paraffine est soluble dans le xyléne).

Réhydratation.

Elimination de 1’alcool.

Coloration nucléaire.

Elimination du colorant.

Fixation de la coloration bleue du noyau

Elimination du lithium carbonate.
Coloration du cytoplasme et du collagene.
Elimination de 1’¢osine.
Rincage.

Déshydratation.

Eclaircissement.
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AnNnexe V : Résultats de I’étude prospective

) Age Grades ) siege | RE | RP | HER2 | LMP1
Numéro Sexes TNM Types histo
(ans) SBR

928 45 F Il | TiNiM CClI SG | + | + ; ;
1910 | 44 | F Il | TaN1aMy CLI SG | + | + _ ;
1969 | 74 | F Il | TiN2aMx CCl SG | + | + _ ;
3648 | 32 F Il | Ta NaMy CCl sG | - | - ; ;
3796 | 46 F Il | T2N1aMx CCl SG | + | + _ ;
2733 36 F | T1cNoMx | Cmucineux | SG | + | + - +
2771 | 45 F Il | T1cNoMy CClI SG | + | + - +
1314 | 40 | F Il | T2NoMx CCl SD | + | + _ ;
1703 | 58 F Il | TiNoMx CCl SG | + | + + ;
1710 | 53 F Il | T2NoMx | CCinsitu | SD | - | - - +
1139 | 47 F Il | T2NoMx CClI SG | + | - ; ;
3221 | 41 F Il | TsN1.Mx CLI SG | - | - - -
1753 | 62 | H [ T2N2aMx CCl SD | + | + _ ;
1424 | 58 F Il | T3N2aMo CCl sD | + | - - +
1438 | 39 F I | T2N1.Mx CCl SG | + | + - -
1621 | 44 | F Il | T2N1.Mx CCl sG | - | - - -
867 40 | F Il | T2N2aMy CCl SG | + | + - -
637 54 | F I | T2N2aMy CCl SD | + | + + -

93 | 41 | F | TeNs=Mo | cBifocal | SG | - | - | + -
151 | 43 | F 1| T2NoMx ccl SD |+ [+ ] + -
579 | 58 | F 1| T2NiaMx cCl SG |+ |+ | - T
1813 | 64 | F 1| TeN2aMx ccl SG |+ [+ | + ;
1834 | 67 F i1 | TeNoMx cCl D | - | - n :
1727 | 46 | F 1| T2NoMx ccl SG | + | + | - -
1053 | 27 | F 1| TeNaMx | cBifocal | SG | + | + | - -
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1034 | 51 1| TiNoMx ccl SG
3047 | 57 1| T2NoMx ccl SG
7807 | 44 1| TacNoMx ccl SD
8072 | 42 || TeNoMx CCl SD
8897 | 52 I | TsNsaMx CLI SG
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Introduction

Breast cancer is the most frequent disease in women
globally, and it is the leading cause of mortality for women
in developing nations (1). It is the second leading cause
of mortality in developed countries, behind lung cancer
(2). The illness is complicated and multidimensional, oc-
curring when breast epithelial cells lose control of their
development. Despite advances in therapy, breast cancer
remains a major public health problem worldwide. It is
vital to discover prognostic and predictive indicators, such
as hormone receptors (HR) and the HER2 oncogene, to
identify novel treatment targets. Steroid hormones, such
as estrogen and progesterone, can have a major effect on
breast tissue, resulting in hormone-sensitive or hormone-
dependent tumors. Overexpression of HER?2 is a frequent
genetic change in this illness, and monoclonal antibodies
targeting this receptor have emerged as an effective treat-
ment strategy (3).

Age, histological subtype, tumor size, lymph node in-
volvement, Scarff-Bloom-Richardson (SBR) histoprog-
nostic grade, as well as the expression of hormone recep-

tors or HER2 overexpression, serve as established indi-
cators for breast cancer and offer vital insights into treat-
ment strategies and prognostic assessments. Furthermore,
viral infections are thought to be linked to several types
of human cancer. Epstein-Barr virus (EBV), for example,
is thought to have a role in the development of several
cancers, including undifferentiated nasopharyngeal carci-
noma and Burkitt lymphoma (4).

This research focuses on the Epstein-Barr virus's ca-
pacity to express a particular latent protein, LMP1, which
is important in EBV's carcinogenic potential. Through its
C-terminal domain, which is separated into three activat-
ing parts known as CTARs (C-terminal activating parts),
LMP1 activates various signaling pathways, including
NF-B, AP1, and STAT. CTAR1 and CTAR2 promote cell
proliferation, prevent apoptosis, and promote cell immor-
talization via activating the NF-B pathway. CTAR3 stimu-
lates VEGF (vascular endothelial growth factor) synthesis,
which leads to invasion and metastasis. In Algerian pa-
tients, we are investigating a probable link between EBV
infection and breast cancer.

* Corresponding author. Email: houalitizi@yahoo.fr
Cellular and Molecular Biology, 2023, 69(13): 241-249
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Materials and Methods

Biological material

The pathology staff at Tizi-Ouzou University Hospital
provided us with tissue fragments of breast carcinomas
collected from mastectomy specimens. These specimens
served as biological materials for our study. It should be
noted that the EBV serological profile was unknown at the
time.

Patients considered

Thirty specimens were supplied by expert pathologists
for the subsequent investigation. The goal of this study is
to assess the level of expression of the EBV LMP1 pro-
tein and to determine whether the virus is present or not
in these samples. In addition, we looked to see if HR and
HER?2 were expressed.

Immunohistochemistry

Tissues were fixed for 24 hours in buffered formalin
(10% formaldehyde). Gradually rising alcohol concentra-
tions (50, 70, 96, and 100%) dehydrated tissue (2 hours
per bath). The alcohol is dissolved by xylene, allowing the
clarity of the preparation (2 hours). The tissue was then im-
mersed in liquid paraffin for two hours to recover the water
that was lost during the dehydration procedure. The tissue
within a solid block was then cut into thin slices of 3 to 5
microns. These were placed in a 37°C water bath before
being spread across silanized slides. For about 12 hours,
the blades are deparaffinized in an oven at 37 degrees Cel-
sius. For tissue rehydration, the slides were immersed in
xylene (2 x 5 minutes), then in alcohol at decreasing con-
centrations (100, 90, and 70%) for 3 minutes per bath, then
in distilled water for 30 seconds. The formalin-masked
epitopes were recovered by immersing the blades in an un-
masking solution (citrate buffer at pH=6) and heated at 95-
97°C for 30 to 40 minutes. After cooling, the slides were
immersed in tubes containing distilled water and washing
buffer for 5 minutes at a time. By immersing the slides in a
solution containing hydrogen peroxide (H,0,). The endog-
enous background was reduced by blocking endogenous
peroxidases for 5 minutes and then rinsed in distilled water
and washed in a PBS (Phosphate-Buffered Saline) buffer
for 5 minutes to remove H,O,. The tissue sample is treated
for 30 minutes with 100 pl of the primary antibody (mouse
anti-RE or anti-PR human monoclonal antibody) or (rabbit
anti-human HER2 antibody) or (mouse anti-LMP1 anti-
body, clone CS. 1-4). The remaining slides were treated
identically with a negative control reagent (negative con-
trol). The samples were washed for five minutes. 100 pl
of secondary antibody is added for 30 minutes at room
temperature. It is made up of dextran bound to horserad-
ish peroxidase and secondary antibodies directed against
mouse immunoglobulins in the case of HR and LMPI,
or directed against rabbit immunoglobulins in the case of
HER?2). The slides were then cleaned with two washes.

On the slides, 100 pl of substrate buffer containing hy-
drogen peroxide was poured, followed by the addition of
the chromogenic substrate of peroxidase, DAB (tetra hy-
drochloride of 3,3-diaminobenzidine). After a 10-minute
incubation, the brown color indicated the antigen-antibody
interaction.

Mayer's hematoxylin is used for contrast staining (1 to
5 minutes), which colors the nuclei purple-blue, the cy-

toplasm, and the supporting tissue (less intensely). The
slides were rinsed with distilled water, and then immersed
in an alcohol bath, and in xylene, to decolor the cytoplasm
and connective tissue.

Ethical approval

The study was conducted following the Declaration of
Helsinki, and approved by the Mouloud Mammeri Uni-
versity, Ethics and Deontology Commission of the Faculty
of Biological Sciences and Agronomic Sciences (UM-
MTO/20/06/2021/Eth-Deon-A-041).

Statistic study

The statistical analysis for the tests involved the use
of SPSS Statistics, version 25.0. (Fisher's exact test and
Spearman's correlations) to identify any links between the
factors under study.

Results

Descriptive study
Location and seat of the tumor

In our sample, 70% of the malignancies were detected
in the left breast, reporting percentages of 53.13% and
60.4%, respectively, of tumors in the left breast. We did
not observe any cases of bilateral involvement.

Patient age

The patient's average age is 48.33 years. The age group
most heavily affected, accounting for 47% of cases, is 40
to 49 years old. Patients aged 20 to 29 and 70 to 79, on the
other hand, had only one case (Figure 1).

Histological type

Infiltrating or Invasive Ductal Carcinoma is the most
frequently occurring histological form, accounting for
77% of cases. Our analysis reveals that these uncommon
types of breast cancer, which have a higher survival rate,
represent 13.32% of cases. On the other hand, the propor-
tion of mucinous carcinoma accounts for 3.33%.

TNM classification

The tumor size of T2 (2 cm < tumor < 5 cm) is the most
common in our data, accounting for 60% of the population.
In our series, 57% of patients are at stage N+ and 43% are
at stage NO. Among the 57% of patients with lymph node
metastases (N+), 41% are at stage N1 (07 cases), 41% at
stage N2 (07 cases), and only 17% at stage N3 (03 cases).

The majority of individuals (93.33% or 28) were as-
signed the Mx stage because of a lack of information re-
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Figure 1. Proportions of breast cancer by age groups.
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garding metastases. Only two patients (6.66%) did not
have distant M0 metastases, and no patient was catego-
rized as stage M. This lack of information results in a sig-
nificant disparity with the literature.

The most prevalent SBR grade discovered is grade 11
(90% of cases), followed by grade I (6.66% of cases) and
grade III (3.33% of cases). This apparent prevalence of
grade I1.

Expression of Hormone Receptors (HR)

The nuclear staining indicated the presence of this Hor-
mone receptor (HR), with a positivity threshold of 10%.
Nuclei that are stained brown are considered positive for
HR, while those that are blue are negative (Figure 2). Hor-
mone therapy is frequently utilized in the treatment of hor-
mone receptor-positive breast cancer.

Expression of the Estrogen receptor (ER) and Progester-
one receptor (PR)

The ER is expressed by 73.33% of patients. As a re-
sult, only 26.66% (8 out of 30 instances) are RE negative
(Figure 3).

Expression of the HER?2 oncogene
The tumor cells showed a strong, complete brown,
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Figure 2. Micrograph of a cluster of ER-tumor cells with positive
internal control (arrow) at x40 magnification.

B. Distribution of cases according to PR
expression

A. Distribution of cases according to the
expression of ER

Figure 3. Distribution of cases according to the ER (A) or PR (B)
expression (in yellow).

Figure 4. Photomicrograph of a cluster of HER2 positive tumor cells
(score 3+) showing strong and complete staining (arrow) at low (left)
and high (right) magnification.

k3,33
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20%
0%
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Figure 4. Distribution of cases according to HER2 status.

Figure 6. Microphotograph of a cluster of tumor cells (A negative
control, B brown nuclear labeling with LMP1).

Figure 7. Distribution of cases according to the LMP1 profile.

mesh-like membrane staining in response to HER2 immu-
nohistochemistry, as illustrated in Figure 4.

Of our patients, 20% expressed the HER2 protein (score
3), while 79.99% had a negative HER2 profile (53.33%
score 0 and 26.66% score 1), and no uncertain cases were
found (score 2), as shown in Figure 5.

Expression of the EBV LMPI protein

The expression of EBV LMP1 protein was evaluated
using nuclear staining with LMP1 antibody. The term
"LMP1-positive expression”" was used to describe this
staining pattern regardless of the intensity of staining or
the percentage of cells that were stained (Figure 6).

The presence of the EBV virus in mammary carcino-
mas was confirmed by the expression of the LMP1 pro-
tein, which was found in 23.33% of tumor samples but not
in the adjacent healthy tissue (Figure 7).

There was no control tissue identified, and all patients
with EBV (6.7%) had advanced tumor grades (II and III).

Analytical study
Relationships and correlations between the novel prog-
nostic factors and the expression of the oncoprotein
LMPI

In summary, we found a high link and positive correla-
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tion between the expressions of the two HRs, which are
negatively associated with HER2 protein overexpression.
We were unable to determine a statistically significant rela-
tionship between the expression of the oncoprotein LMP1
and the three prognostic variables, namely HR and HER2.
However, as indicated by the summary of our results in Ta-
ble 1, not all EBV-positive patients overexpressed HRE2,
despite being mostly HR-positive.

A statistically significant correlation was discovered
between the expression of ER and PR, indicated by a Cra-
mer's V score of 0.75. Consequently, a large proportion
of patients who are ER+ also exhibit PR+ expression. As
shown in Figure 8, 66.66% of patients have both an ER
and a PR profile (ER+/PR+). Several (23.33%) patients
had an ER-/PR- profile, two cases had an ER+/PR- pro-
file, and one had an ER-/PR+ profile. Our study confirmed
this relationship with a significant P value and a Cramer's
V score greater than 0.70, indicating a strong correlation
between the expression of these two receptors. Addition-
ally, we observed a robust inverse association between ER
expression and HER2 overexpression, with a correlation
value of -0.75.

One pattern is also evident in the histogram shown in
Figure 9. Specifically, 60% of the patients who express
ER do not exhibit HER2 overexpression (i.e., have a
RE+/HER2- profile), while 56.6% of the patients who ex-
press PR are also HER2-negative. Furthermore, the RE+/

B6,66%
23,33%
6,66% -
R 3,33%
L A I
PR- PR+
Figure 8. Correlation between HR: Clear color (ER+), Dark color
(ER-).
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Figure 9. HR and HER2 expression profiles.
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Figure 10. HR and oncoprotein LMP1 expression profiles.

HER2+ profile was observed in 13.33% of cases.

Regarding PR/HER2, we did not find a statistically
significant relationship. However, there seems to be an
inverse correlation with a non-significant SPEARMAN
coefficient of -0.36. This inverse correlation aligns with
the positive ER/PR correlation and the negative ER/HER2
correlation. Based on these findings, it can be inferred that
the PR/HER2 correlation is likely negative.

In terms of the relationship between HR expression
and the presence of EBV, no statistical correlation was ob-
served. Specifically, for ER, the P value was 0.638 (>0.05)
with a Cramer's V of 0.154, and for PR, the P value was
1 with a Cramer's V of 0.017. Their findings indicate that
the presence of EBV is not associated with the upregula-
tion of steroid receptors. In contrast, our study found that

Table 1. Anatomopathological characteristics of EBV-positive tumors.

Case Age Histological case TNM SBR ER PR HER2 LMP1
1 36 CM T1cNOMx 1I + + - +
2 45 CCI T1cNOMx 1I + + - +
3 53 CCln Situ T2NOMx I - - - +
4 58 CCI T3N2aMO 1I + + - +
5 58 CCI T2N1aMx I + + - +
6 44 CCI T1cNOMx 1T + + - +
7 42 CCI T2NOMx I + + - +

Table 2. Relation between LMP1 expression and the breast carcinoma risk factors.
P value Correlation Coefficient  Signification
LMP1-Age 0,680 -0,078 Not significatif
LMP1-SBR 0,564 0,19 Not significatif
LMP1-T 0,442 -0,146 Not significatif
LMPI1-N 0,092 -0,313 Not significatif
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most patients expressing HR do not have LMP1 (Figure
10), where 53.33% of patients had an HR+/LMP1- profile.

There was no statistically significant relationship found
between the expression of the viral protein LMP1 and
overexpression of the HER2 protein, as indicated by a P
value = 0.290> 0.05 and a Cramer's V score of 0.276. Sim-
ilarly, no significant correlation was observed. No correla-
tion was found between the presence of EBV and HER2
overexpression, especially since none of the patients in our
series exhibited an LMP1+/HER2+ profile.

Correlation between the expression of LMPI and the
classic prognostic factors.

We did not observe any statistically significant correla-
tion in our series between the expression of LMP1 protein
and the conventional prognostic factors, such as patient
age, SBR grade, tumor size, or lymph node invasion (Ta-
ble 2).

Discussion

Location of the tumor

Almost all samples from malignancies (70%) were de-
tected in the left breast, which is in line with the results
of previous studies (3,4), reporting percentages of 53.13%
and 60.4% of tumors in the left breast respectively. This
phenomenon may be explained by the breastfeeding prac-
tices hypothesis (7). Studies have shown that women who
breastfeed their children for at least 12 months may in-
crease their life expectancy by 26% (8). Thus, if the right
breast is used for breastfeeding more frequently, the left
breast may become more vulnerable to cancer. However,
Mansouri (8) observed a different tumor pattern, the right
breast was more affected. On the other hand, we did not
observe any cases of bilateral involvement, which is con-
sistent with the literature reporting that only 1 to 2% of
individuals develop cancer on both sides (8,9).

Patient age and samples

The mean age of the patients is around 49 years, which
is similar to the average age reported in Morocco (ranging
from 48.1 to 50.7 years) (9,10,11). However, this mean
age is lower than that reported in a French study, which
was approximately 52 years (12). The most affected age
group, accounting for 47% of cases, is between 40 and 49
years old. This is consistent with Diallo's study conducted
in Mali in 2007 (13). On the other hand, the age groups
with the lowest number of cases include those aged 20 to
29 and 70 to 79, with only one case each. This finding
might be explained by the lower rate of older women con-
sulting and lower life expectancy in Algeria.

Infiltrating or Invasive Ductal Carcinoma is the most
frequently occurring histological form (77%). In France,
this proportion of this kind of tissue is slightly higher
(82%) (14); an Iranian study (15) reported a proportion
of 96.3%.

Invasive lobular carcinoma accounted for 10% of our
cases. This agrees with the Cordina-Duverger study (14).
Different other studies have reported a proportion of this
tumor up to 15% of all cases, distinguished by its HR pos-
itivity and HER2 negativity (16). Our analysis revealed
that these uncommon types of breast cancer, have a higher
survival rate. Our data were higher than those of Cordina-
Duverger (16) (4%). On the other hand, the proportion of

mucinous carcinoma, which accounts for 3.33%, is similar
to the literature estimate of 4% for all invasive breast tu-
mors (17).

The tumor size of T2 (2 cm < tumor < 5 cm) is the
most common in our data. Marty et al. (18), in France,
reported a ratio of 45.5%, which is close to but lower than
our findings. Moroccan research has a success rate of 50%
(19). Tx, TO, and T4 stages were not present in our dataset,
and the T3 stage was only 13.33%, lower than in previous
studies (5,13,20) with 60.9%, 75.8%, and 49.4 % respec-
tively. The absence of stage T4 and the low number of T3
patients would be due to preventive actions in our region.

In our patient cohort, 57% of individuals were found
to be in stage N+ while 43% were classified as stage NO.
This distribution deviates from the prevailing trend ob-
served in most studies, where approximately 20% of cases
are categorized as stage NO and 80% as stage N+. This
was consistent with the findings of Keita (10) and Diallo
(13). Patients' awareness and screening consultations may
explain this trend, but during the COVID-19 pandemic,
there may have been a step back, as demonstrated by an
American study, which reported a 32-day average delay
in treatment initiation for breast cancer, followed by in-
creased mortality rates at 5 and 10 years, depending on
disease stage (21).

The limitation of our study is that the majority of the
patients were assigned the Mx stage because of a lack
of information regarding metastases. Only two patients
(6.66%) did not have distant MO metastases, and no pa-
tient was categorized as stage M. This lack of information
results in a significant disparity with the literature. Two
Moroccan studies (22,23), which did not include any pa-
tients in stage Mx, both agree on a majority proportion of
set MO, with 87.3% and 95%, respectively, compared to
12.7% and 5%.3.1.5. SBR grade

Grade II is the most common SBR grade, accounting
for 90% of cases. Grade I is less common, at 6.66%, and
grade III is the least common, at 3.33%. This prevalence
of grade II is consistent with other studies in the literature
(22,23). Our study on breast cancer found that grade II
is the most common SBR grade, while other studies have
reported a higher prevalence of either grade I or grade
III. This discrepancy may be because our study included
samples from tumors in all stages of development, while
the other studies only included samples from early-stage
tumors.

Expression of Hormone Receptors (HR)

The identification of hormone receptors (HR) is a criti-
cal aspect of selecting appropriate treatment (prognostic
factor). The presence or absence of these receptors is used
to anticipate the response to hormone therapy (predictive
factor) (24). The nuclear staining indicated the presence of
this receptor, with a positivity threshold of 10%. The use
of nuclear staining to identify hormone receptor-positive
cells is a well-established diagnostic tool that has revo-
lutionized cancer treatment. The significance of detecting
hormone receptors in determining the most effective treat-
ment for a patient.

The ER was expressed in 73.33% of patients. Other
studies reported averages from 60% to 70%. However, our
findings were higher than those found in other Arab coun-
tries such as Tunisia (25), which found a percentage of
positivity of no more than 59.4%, and Jordan (26), which
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found an even lower rate of positivity of 53%. Further-
more, Anderson et al. (27) and Chow et al. (28) discov-
ered lower expression levels than we did. However, our
findings are consistent with French investigations (29,30),
with an ER expression not exceeding 70%.

Our findings concerning PR were quite similar to those
of Hammas's Moroccan study (22), which recorded 71.4%
positive cases.

Expression of the HER2 oncogene

20% of our patients expressed the HER2 protein, while
79.99% had a negative HER2 profile. Of the patients
with a negative HER2 profile, 53.33% had a score of 0,
and 26.66% had a score of 1. No patients had an uncer-
tain HER2 profile (score 2). These results are consistent
with previous studies reporting a positive rate of 20-30%
(31,32).

We observed 20% of cases positive in HER2. This was
slightly lower than that reported in several other studies,
including an Australian study (33), which reported a posi-
tivity rate of 26%, as well as a Tunisian study (25), and a
Jordanian one (26). However, a Moroccan study (9) found
a significantly higher positivity rate of 87%.

A positive correlation has also been observed in several
other studies, such as those conducted by Almasri et al.
(28) in Jordan and Ayadi et al. (25,26) in Tunisia. Conse-
quently, a large proportion of patients who are ER+ also
exhibit PR+ expression. In the present study, 66.66% of
the patients have both an ER and a PR profile (ER+/PR+),
which is a higher proportion than reported in previous
studies (22,26) which reported a lower rate of less than
39.5%. 23.33% of patients had an ER-/PR- profile, two
cases had an ER+/PR- profile, and one had an ER-/PR+
profile. This is because the expression of PR is heavily
reliant on ER expression, which explains why tumors that
are ER-negative tend to lack PR expression and vice versa.
Our study confirmed this relationship with a significant P
value and a Cramer's V score greater than 0.70, indicating
a strong correlation between the expression of these two
receptors. Additionally, we observed a robust inverse asso-
ciation between ER expression and HER2 overexpression,
with a correlation value of -0.75. Specifically, 60% of the
patients who express ER do not exhibit HER2 overexpres-
sion (i.e., have a RE+/HER2- profile), while 56.6% of the
patients who express PR are also HER2-negative. These
findings suggest that HR+ patients are more likely to be
HER2-negative.

Our findings are consistent with previous research that
has found a higher prevalence of HER2 score 3 cases in
patients who are RE- compared to those who are RE+.
This trend has been observed in several studies (32,34,35).
According to Eliss et al. (36), HER2 amplification is de-
tected in around 35% of RE- cases, while it is only present
in 10 to 15% of RE+/HER2+ cases. In our study, the RE+/
HER2+ profile was observed in 13.33% of cases. This
phenomenon can be attributed to the suppressive effect of
estrogen on the transcription of HER2, as HER2 can in-
duce cell proliferation in the absence of the RE pathway.

Expression of the EBV LMP1 protein

The presence of the Epstein-Barr virus (EBV) in mam-
mary carcinomas was confirmed by the expression of the
LMP1 protein in 23.33% of tumors. This finding is con-
sistent with other studies, such as a study conducted in

Jordan in 2013 (37) that found a 26% positivity rate using
two detection methods, PCR and immunohistochemistry.
Other studies (38,39) found a positivity rate of 27.02% in
tumor tissues compared to only 11.42% in controls. Our
immunohistochemistry analysis of breast cancer samples
revealed the presence of EBNAI protein expression with
granular nuclear staining in 26% of cases.

Mofrad et al. (40) found the lowest percentage of
EBNA positive at 6.7% of breast cancer cases associated
with EBV. Furthermore, all the patients had advanced tu-
mor grades (II and III). While a Lebanese study (41) re-
veals an EBV presence rate of roughly 40%.

Even though multiple studies have shown EBV detec-
tion in breast cancers with different proportions (27.77%
(42), 29.33% (43), 35% (44), and 46% (45)), Other stud-
ies (46,47,48,49), could not demonstrate the presence of
the virus in these tumors. The difference in the results de-
scribed in the literature could be attributed to the variety of
techniques employed to detect the virus (IHC, PCR, ISH),
the varied target EBV proteins examined, or even the ge-
netic/ethnic origin of the population studied. It appeared
that the age at which the first EBV infection occurred may
potentially have an impact (50).

Because it is not found in all breast cancer cells, we
can conclude that EBV plays a role in breast oncogenesis
but not as a key etiological factor. Indeed, even in situa-
tions of nasopharyngeal carcinomas when the role of EBV
is firmly established, not all tumor cells are responsive to
the antibody (51). In the case of breast cancer, it would
rather act as an agent capable of modifying the behavior
of cells that have already been transformed, giving them a
more aggressive phenotype (52). Sharaf and Gomaa (53),
discovered that EBV+ breast cancers are more aggressive
than other breast cancers. Other authors have recently re-
vealed that LMP1 gene expression is related to an invasive
phenotype (1).

In terms of the relationship between HR expression
and the presence of EBV, no statistical correlation was
observed. These results are consistent with other studies
(52,54). These findings indicate that the presence of EBV
is not associated with the upregulation of steroid recep-
tors. However, this conflicts with studies that have shown
a strong negative correlation, such as those previously
conducted (53). Hachana et al. (54), and Mazouni et al
(55). This suggests that EBV is more frequently detected
in HR-negative breast tumors, which are generally more
aggressive (56). In contrast, our study found that most pa-
tients expressing HR do not have LMP1, whereas 53.33%
of patients had an HR+/LMP1- profile. However, we were
unable to conclude the opposite idea that patients express-
ing LMP1 do not have HR because the majority of patients
in our sample were HR+. A larger survey with more par-
ticipants may reveal the inverse correlation noted in sev-
eral studies.

There was no statistically significant relationship found
between the expression of the viral protein LMP1 and
overexpression of the HER2 protein. Similarly, no signifi-
cant correlation was observed. Our findings are consistent
with other results (52,57). However, the literature suggests
that EBV infection of certain breast cancer cell lines can
activate HER2/HER3 signaling pathways. It is, therefore,
surprising that no correlation was found between the pres-
ence of EBV and HER2 overexpression, especially since
none of the patients in our series exhibited an LMP1+/
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HER2+ profile.

Our study did not find any statistically significant cor-
relation between the expression of the LMP1 protein and
the conventional prognostic factors for breast cancer, such
as patient age, SBR grade, tumor size, or lymph node in-
vasion. This finding is consistent with other studies, such
as those by Fina et al., (57), Preciado et al. (58), Hachana
et al. (54), and Mohammedizadeh et al.(59), which also
found no statistically significant correlation between EBV
infection and these prognostic factors. Chu et al. (60) and
Khabaz (37) also found no significant association between
the development of EBV breast cancer and these factors.

In Egypt, Sharaf and Gomaa conducted a study (54)
that did not find a significant correlation between the pres-
ence of EBV and age. However, the study did reveal sig-
nificant associations between the expression of the EBV
genome and unfavorable prognostic factors, such as high
tumor grade and lymph node involvement. These findings
align with a previous study (61) that reached a similar con-
clusion. Another study by Fawzy et al. (62) established a
connection between the presence of EBV in tumors and
lymph node invasion, suggesting that EBV might contrib-
ute to the development and altered behavior of aggressive
carcinomas with a heightened potential for metastasis.
These collective findings imply an association between
EBV and the increased metastatic potential of tumors.

Aggressive characteristics were observed in breast
cancers expressing EBV (56), particularly those with high
tumor grade. Similarly, Murray et al. (52) found that EBV-
positive tumors were more likely to exhibit high grades,
involve multiple lymph nodes, and have larger sizes. The
study by Sharaf and Gomaa (54) also noted a similar pat-
tern in tumor size, where EBV was absent in small T1
tumors (<2 cm), and all EBV-positive carcinomas were
larger T2 or T3 tumors (>2 cm), although this difference
did not reach statistical significance. Additionally, a study
by Glenn et al. (63) discovered a correlation between the
presence of EBV in breast tumors and a younger age at
diagnosis. While the existing literature on the association
between EBV and poor prognostic factors is somewhat in-
consistent, these findings collectively suggest an overall
unfavorable prognosis for the disease.

Conclusion

The association between Epstein-Barr virus (EBV) and
breast cancer is a subject of ongoing research, and the role
of EBV in breast cancer development is still not fully un-
derstood. While there have been some studies suggesting
a potential link, the evidence for active EBV infection in
breast cancer tissues, specifically through the expression
of EBV latent membrane protein 1 (LMP1), is limited.
Currently, there is no consensus in the scientific communi-
ty regarding the presence of active EBV infection in breast
cancer. Nevertheless, our analysis of a small sample of pa-
tients (23.33%) has revealed a correlation between inva-
sive breast cancer and the presence of EBV. The virus was
only found in tumor cells, suggesting its potential involve-
ment in the development of certain forms of breast cancer.
However, EBV does not seem to have a significant impact
on the major clinicopathologic correlation and prognostic
factors of breast cancer. Given these results, we propose
that immunotherapy or antiviral therapies that target EBV
may be beneficial in treating some types of invasive breast
cancer.
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RESUME

Malgré les progres thérapeutiques, le cancer du sein demeure une des malignités les plus
répandues mondialement. Ces avancées ont engendré I'émergence de nouveaux facteurs
pronostiques et prédictifs, notamment les récepteurs hormonaux (RH) et l'oncogéne HER2. Les
cancers du sein sont catégorisés comme hormono-dépendants s'ils répondent aux hormones
stéroidiennes telles que les cestrogénes et la progestérone, les rendant ainsi sensibles a
I'normonothérapie. L'amplification fréquente de lI'oncogéne HER2, entrainant une surexpression
de son oncoprotéine, a conduit au développement de thérapies novatrices ciblant ce récepteur

par le biais d'anticorps monoclonaux humanises.

Dans la quéte de thérapies toujours plus ciblées, une exploration attentive des facteurs viraux
potentiels contribuant a la carcinogenése du tissu mammaire a été entreprise. Par exemple, le
virus Epstein-Barr (EBV), déja associe a la carcinogenese du cavum et au lymphome de Burkitt,
suscite des soupgons quant a son implication dans le cancer du sein. La confirmation de sa
présence pourrait éventuellement le catégoriser comme un nouveau facteur pronostic pour
certains sous-groupes de carcinomes mammaires, ouvrant ainsi la voie a des thérapies ciblées
anti-EBV.

L'analyse des résultats a dévoilé un age moyen des patientes de 49 ans, avec une prévalence
plus marquée chez celles agées de 40 a 49 ans. Les tumeurs de taille T2 prédominaient (60%),
et plus de la moitié des patientes présentaient une atteinte ganglionnaire, répartie de maniere
équitable entre les stades N1 et N2. Les tumeurs étaient majoritairement classées au grade SBR
I1 (90%), avec des taux d'expression de RE a 73,33%, de RP a 70%, et une surexpression
d'HER2 observée chez 20% des patientes. L'EBV a été détecté dans 23,33% des
carcinomes mammaires par l'expression de l'oncoprotéine LMP1, sans présence dans le tissu

adjacent normal.

En conclusion, cette étude confirme la robustesse de la technique immunohistochimique
utilisée, et ses résultats s'inscrivent en cohérence avec les connaissances issues de la littérature

médicale.

Mots clés : Cancer du sein ; HER2; HR; EBV; LMP1



ABSTRACT

Despite therapeutic advancements, breast cancer remains one of the most prevalent
malignancies worldwide. These progressions have given rise to the identification of new
prognostic and predictive factors, notably hormone receptors (HR) and the HER2 oncogene.
Breast cancers are classified as hormone-dependent if they respond to steroid hormones such
as estrogen and progesterone, rendering them susceptible to hormone therapy. The frequent
amplification of the HER2 oncogene, resulting in the overexpression of its oncoprotein, has
prompted the development of innovative therapies targeting this receptor through humanized

monoclonal antibodies.

In the pursuit of increasingly targeted therapies, a meticulous exploration of potential viral
factors contributing to breast tissue carcinogenesis has been undertaken. For instance, the
Epstein-Barr virus (EBV), already linked to cavum carcinogenesis and Burkitt's lymphoma,
raises suspicions about its involvement in breast cancer. Confirmation of its presence could
categorize it as a new prognostic factor for certain subgroups of breast carcinomas, paving the
way for targeted anti-EBV therapies.

Analysis of the results unveiled a mean patient age of 49, with a more pronounced prevalence in
the 40- 49 age group. Tumors of size T2 predominated (60%), and over half of the patients had
lymph node involvement, evenly distributed between N1 and N2. The majority of tumors were
classified as SBR 11 grade (90%), with expression rates of ER at 73.33%, RP at 70%, and HER2
overexpression observed in 20% of patients. EBV was detected in 23.33% of breast carcinomas

through the expression of the LMP1 oncoprotein, with no presence in adjacent normal tissue.

In conclusion, this study affirms the reliability of the immunohistochemical technique used,

and its findings align with those in the medical literature.

Keywords : Breast cancer; HER2; HR; EBV; LMP1
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INTRODUCTION

La base du cancer est la cellule cancéreuse, celle-ci nait suite a 1’accumulation de
mutations qui lui conférent un avantage sélectif. Dotée d’un pouvoir de multiplication indéfinie
et illimité, la cellule cancéreuse ne répond plus aux lois de I’homéostasie tissulaire conduisant

a la formation d’une tumeur (INCa, 2016).

Le cancer du sein est le cancer le plus fréquent chez la femme. Il est la premiere cause de
mortalité par tumeur maligne chez la femme dans les pays les moins développés (INCa, 2016)
et la deuxiéme cause apres le cancer du poumon dans les pays développés (FERLAY et al.,
2015). 11 constitue une pathologie hétérogéne et multifactorielle qui nait de I’échappement de
cellules épithéliales mammaires aux mécanismes de contréle de la prolifération. 1l est délicat
d’établir une théorie unifiée, du fait que la transformation maligne peut avoir pour origine de
trés nombreuses combinaisons d’activation d’oncogénes et d’inactivation de génes

suppresseurs de tumeurs.

Les facteurs cliniques et pathologiques comme 1’age, le type histologique, la taille tumorale,
I’envahissement ganglionnaire, le grade histopronostique de SCARFF, BLOOM et
RICHARDSON (SBR), I’expression des récepteurs hormonaux ou encore la surexpression de
I’oncogéne HER2 sont des facteurs prédictifs connus dans le cancer du sein. En effet, ils
apportent au clinicien des informations d’ordre pronostic et thérapeutique. Cependant, plusieurs
cancers humains peuvent étre causés par des virus. Le papillomavirus qui provoque le cancer
du col, I’Epstein-Bar Virus qui est responsable du cancer du cavum, le lymphome de
BURKITT et suspecté d’avoir un rdle dans le cancer mammaire ainsi que le virus de la tumeur
mammaire de la souris (MMTV) qui provoque le cancer du sein chez la souris
(HENNIGHAUSEN, 2000). Par consequent, nous avons émis I'hypothése qu'une exposition
tardive a un virus commun tel que le virus d’Epstein-Barr (EBV) pourrait provoquer un cancer

du sein chez la femme.

Dans ce travail, nous nous intéressons particulierement a I’expression de 1’une de ses protéines
latentes, LMP1. Cette derniére est en effet essentielle dans le pouvoir oncogene d’EBV en

déclenchant diverses voies de signalisation telles que les voies NF-kappa B, AP1 et STAT.



Cette capacité lui est conférée par son domaine C-terminal qui est subdivisé en trois régions
activatrices de la signalisation cellulaire, les CTAR (C-Terminal Activating Regions) : ainsi
CTAR1 et CTAR2 qui activent la voie NF-«kB, favorisant la prolifération cellulaire et
I’inhibition de I’apoptose et donc I’immortalisation cellulaire, CTAR3 augmente I’expression
du VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) favorisant 1’invasion et les métastases et ce,
en stimulant la voie Jak3/STAT (ZHENG et al., 2007).

Notre intérét porte sur I’étude d’un lien possible entre I’infection a EBV et la cancérisation

mammaire chez des patientes atteintes de cancer du sein a Tizi-Ouzou.
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CHAPITRE I : CANCER DU SEIN

1- Rappel anatomo-histologique du sein
1-1 Anatomie descriptive

Le sein est un organe pair et globuleux situé en avant et en haut du thorax. Il est constitué
d’un tissu hétérogéne ou coexiste une structure adipeuse, glandulaire, canalaire et fibro-
conjonctive (Figure N°01).

La structure adipeuse est un ensemble de cellules graisseuses. La structure glandulaire présente
15 a 20 lobes. Chacun d’eux est composé de plusieurs lobules ou se trouvent 10 a 100 acini qui
produisent le lait. Les lobes ainsi que les lobules sont connectés a la structure canalaire c'est-a-
dire aux canaux galactophores qui comportent des sinus lactiferes qui transportent le lait vers
le mamelon.

L’organe est innervé par des rameaux mammaires qui proviennent des nerfs intercostaux et qui
convergent vers la plaque aréolo-mamelonaire. Il est richement vascularisé et son irrigation
provient de trois sources : artéres thoracique interne (mammaire interne), artere axillaire et les
artéres intercostales dorsales et ventrales. Son drainage veineux quant a lui est assuré par des

réseaux veineux superficiels et profonds (KHAN et al. 2019).

Peau
Vaisseaux lymphatiques
Gane.kom_\'}tmphauques

Cote
Muscle

Veines
o Lobule
o -}—h Canal Galactophore

Tissu fibroconjonctif
Mamelon

Cellule
Membrane basale

Figure N°01 : Coupe transversale du sein et sa structure glandulaire (NETTER, 2009)



Le systeme lymphatique du sein via ses vaisseaux, s’occupe d’éliminer les déchets, les
cellules mortes et autres débris en les acheminant vers les ganglions lymphatiques qui sont au
nombre de 35 répartis de maniére variable autour de chaque sein. lls sont groupés comme suit
(Figure N°02) :

- Ganglions axillaires (sous le bras) ;

- Ganglions sus-claviculaires (sur la clavicule) ;

- Ganglions sous claviculaires (sous la clavicule) ;

- Ganglions mammaires internes (derriére le sternum, a I’intérieur du thorax) (KHAN et

al., 2019).

ganglion sus-claviculaire

clavicule

ganglion infra-claviculaire
(sous-claviculaire)

ganglion axillaire ganglion

mammaire interne

vaisseau
lymphatique

Figure N°02 : Structure des ganglions lymphatiques du sein
(OLIVIER et al., 2006)

1-2 Histologie

Le sein est un dérivé ectodermique de composition tres hétérogéne. La structure
canalaire ainsi que la structure glandulaire, dont la plus petite unité est représentée par les acini,
présentent une double assise cellulaire (Figure N°03-A). Le tissu conjonctif, quant a lui, se
différencie en deux parties au moment de la puberté, le tissu interstitiel banal (tissu conjonctif
inter-lobulaire) : il constitue le support des lobes et comporte de nombreux adipocytes et le tissu
palléal (tissu conjonctif intra-lobulaire) (Figure N° 3-B) : ¢’est un tissu conjonctif lache, pauvre

en adipocytes et sensible aux modifications hormonales (spécialisé).



B- Coupe de plusieurs tubulo-alvéole

A- Architecture cellulaire d'une tubulo-alvéole

membrane basale
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Figure N° 03 : Structure des acini mammaires (VISVADER, 2009) (Modifiée).

2-Définition du cancer du sein

Le cancer du sein ou « carcinome mammaire » se definit comme une prolifération
anarchique et incontrdlée des cellules épithéliales du sein. Qu’il s’agisse des cellules des canaux
galactophores « carcinome canalaire » ou de celles des lobules « carcinome lobulaire », on parle
« d’Adénocarcinome » c'est-a-dire d’un cancer du tissu glandulaire. Le carcinome peut étre « in
situ » ou « infiltrant » selon qu’il y est ou non effraction de la membrane basale et posséde ou
non un potentiel métastatique.

Moins souvent (moins de 10% des cas de tumeur du sein), la tumeur se développe dans le tissu
conjonctif du sein. On parle alors de cancer non glandulaire ou « sarcome Phyllode ». Ces

différents types histologiques sont représentés dans la Figure N°04.



Colivtes mormales

apbhDoRudo o
IoDboHbOD)

Cellules

Lobe constitué de lobules

4
{;\:\,Canal

membrane
basale

L E 3
B AS Peuoe ﬁ
\ & A QY- .
fe 2 3 : FOREN ;
A< o Ot Co ) " Fhuptary ¢ i rremSnany,
- ,‘ NS \ wvpapten par e capellasren
¥ J\.. b o pariseds. Y Irgheiears

cellules cancer canalaire cancer canalaire
normales in situ infiltrant

Figure N°04 : Les types histologiques de cancer du sein et de leur évolution (INCa, 2016)
3- Classification

Vu I’hétérogénéité du cancer, la décision thérapeutique est conditionnée par le type, les
caractéristiques et le grade du cancer. De ce faite, plusieurs classifications sont apparues dans

le but de toujours mieux cibler la thérapie. Les plus utilisées sont au nombre de trois :

3-1 Classification histologique des cancers du sein selon I’OMS 2002-2003

Cette classification est essentiellement basée sur 1’aspect histologique des cellules
cancéreuses vues sous microscope (voir annexe I). De maniére générale on distingue :
-Les tumeurs épithéliales non infiltrantes (in situ) ;
-Les tumeurs épithéliales infiltrantes (invasives).



3-2 La classification pTNM (2017, 8¢ édition)

La classification pathologiqgue TNM est un systeme reconnu internationalement, il décrit
I’extension d’une tumeur maligne a un moment donné dans un organe particulier (ABDOU et
al., 2017).

Cette classification a ¢été mise a jour pour la derniére fois en 2017 par I’'UICC (Union
International Contre le Cancer). Elle prend en compte trois critéres: T : Tumor (taille et
extension de la tumeur), N : Nodes (envahissement ganglionnaire), M : Metastasis (présence de
métastases a distance) (BRIERYL et al., 2017).

-Extension de la tumeur T1-T4
Ce paramétre prend en compte la taille de la tumeur, mais pas seulement. Aujourd’hui
I’extension aux tissus adjacents est également prise en considération.
Dans le cas du cancer du sein par exemple, une taille tumorale de 3 cm sans infiltration
est classée p T2, alors qu’une tumeur de méme taille qui infiltre directement la peau ou

la paroi thoracique est classée p T4.

-Extension dans les ganglions NO-N3
La classification de I’envahissement ganglionnaire prend en compte le nombre de
ganglions envahis, mais également la localisation de cet envahissement (la chaine
ganglionnaire).
Pour I’exemple du sein, 05 ganglions axillaires atteints classe la tumeur en p N2a, alors
que I’envahissement d’un seul ganglion de la région infraclaviaire (relai ganglionnaire

suivant) la classera en p N3a.
-Métastases a distance M0-M1
MO : pas de métastases ;

M1 : présence de métastases a distance.

Les détails de classification TNM 8¢ édition sont donnés dans ’annexe I1.



3-3 Classification SBR : (Score de Scarff, Bloom et Richardson modifié par Elston et
Ellis)

Cette classification permet de déterminer un indice d’activité proliférative a 1’aide d’un
grade histopronostique SBR noté de 1 a 3. Cette activité proliférative est estimée par trois
criteres histologiques (HERON, 2010) (Tableau I) :

- Architecture tumorale : la cellule devient indifférenciée, perd progressivement sa
fonction d’origine et son apparence. Plus elle est indifférenciée, plus elle est agressive.
- Anisonucléose (Polymorphisme des noyaux cellulaires).

- Activité mitotique

Tableau | : Les trois critéres histologiques utilisés pour le grading SBR.

Critéeres

) ) Note 1 Note 3
histologiques

) Tumeur riche en structures bien Tumeur riche en structures ayant
Architecture

formées et différenciées. changé de forme et indifférenciées
Noyaux ) ) )
) ) Petits et uniformes Gros avec des formes variables.
(anisonucléose)
Activité Division lente et faible, faible Divisionrapide, nombre important
mitotique nombre de mitoses. de mitoses.

Le grade histopronostique d’une tumeur correspond a la somme des notes obtenues pour les

trois critéres. Le score global est classé en trois grades I, 11, 11l. (Tableau II).

Tableau Il : Les trois grades SBR et de leurs pronostics.

Grades Score total Pronostic
I 3ab Tumeurs les moins agressives
I 6et7 Tumeurs moyennement agressives
I 8et9 Tumeurs les plus agressives



4- Epidémiologie

Le cancer du sein occupe le premier rang en termes d’incidence a 1’échelle du globe avec 2,2
millions de cas recensés en 2020. Il représente également la premiére cause de mortalité
féminine par cancer dans le monde. En effet, prés de 685 000 femmes sont mortes du cancer du
sein cette méme année OMS (2020). Selon cette méme source, environ 1 femme sur 12 risque

de développer un cancer mammaire au cours de sa vie.

Aux Etats-Unis, environ 246 660 nouveaux cas de cancer du sein ont été diagnostiqués en 2016
et 40 450 femmes en seraient mortes (SIEGEL et al., 2016).

En France, 54 062 nouveaux cas ont été enregistrés en 2015 avec une mortalité de 12 492
(LEONE et al., 2015).

Le taux de survie a moins 5 ans apres le diagnostic varie considérablement selon les pays. En
effet, ce taux frole les 90 % dans les pays a revenu élevé tel que la France ou le Canada et n’est

que d’environ 40% pour les pays Africains OMS (2020).

En Algérie, une tendance défavorable de 1’incidence du cancer du sein a été observée entre
1996 et 2019 (RAIAH et al., 2022). Le cancer du sein est également devenu un véritable
probleme de santé publique et vient en premiére position des cancers les plus fréquents chez la
femme avec 14000 nouveaux cas enregistrés chaque année, dont un taux important apparait
avant I’age de 40 ans, contrairement au pays occidentaux ou le cancer mammaire apparait apres
I’age de 60 ans et plus (HAMDI CHERIF et al., 2020).

Des enquétes nationales approfondies et une attention particuliére devraient étre entreprises
pour comprendre les facteurs de risque pouvant expliquer cette survenue précoce des cancers

du sein chez les femmes algériennes.

Depuis les annees 2000, la mortalité est en diminution particulierement dans les pays
développés et ce grace a des diagnostics plus précoces, une meilleure prise en charge
thérapeutique en plus de la diminution des prescriptions des traitements substitutifs de la
ménopause (MERIAUX et al., 2014).
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5- Facteurs de risque

Parmi les facteurs de risques les plus incriminés, nous avons :

5-1 Sexe : le cancer du sein présente une prédominance féminine. 1l touche donc essentiellement

les femmes. En effet, seulement 1% d’hommes sont concernés (INCa, 2016).

5-2 Age : la probabilité de développer un cancer du sein augmente avec I’Age. Le jeune age
(inférieur a 35 ans) est un facteur de mauvais pronostic indépendant car la majorité des patientes
présentent des tumeurs triples négatives et ne peuvent donc bénéficier d’aucune thérapie ciblée.
En effet, une étude de CANCELLO et son équipe (2002) effectuée sur 2970 patientes montre
que les patientes agées de moins de 35 ans présentaient plutdt des tumeurs triples négatives.
Cependant le cancer du sein est plus rare avant 30 ans.

5-3 Predisposition genétique : seul 5 a 10% des cancers du sein sont d’origine génétique
(STRATTON et al., 2008). 80% des cas seraient liés a des altérations du géne suppresseur de
tumeur BRCA1 (BReast Cancerl) localisé sur le chromosome 17 codant une protéine de 1863
acides aminés et 15% a I’altération de BRCA2 localisé sur le chromosome 13 codant une
protéine de 3418 acides aminés. La mutation d’un seul des alléles d’un de ces deux geénes

augmente le risque du cancer du sein.

5-4 Imprégnation ostrogenique : Les études épidémiologiques ont clairement montré une
association entre les facteurs hormonaux, la vie reproductive et le risque de développer un
cancer du sein (MOMENIMOVAHED et al, 2019). Une puberté précoce, une ménopause
tardive augmentent le risque du cancer du sein (CLAVEL CHAPELON et al., 2002). Ces deux
facteurs sont liés au nombre de cycles menstruels vécus par une femme et donc a la stimulation
des seins par les cestrogenes a chaque cycle.

Selon une étude récente, I’age de la ménarche et de la thélarche sont des facteurs importants.
En effet, un développement précoce des seins (moins de 10 ans) au lieu de 12 a 13 ans est
associé a un risque 23% plus élevé de cancer du sein. Une ménarche précoce (avant 12 ans) est
associée a une augmentation de 10% du risque de cancer du sein. Une combinaison d’une
thélarche précoce et d’une ménarche précoce est associée a une augmentation de 30% du risque

(GOLDBERG et al., 2020).
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Les femmes ayant eu au moins une grossesse a terme ont moins de risque de développer un
cancer du sein que les femmes nullipares. Cette diminution du risque est due a la différenciation
des lobules qui passent du stade Lob 1 au stade Lob 4 (différenciés) perdant alors leur capacité
proliférative. Donc plus le nombre de grossesses est elevé plus il y a diminution du risque du
cancer du sein (HINKULA et al., 2001). Toutefois, I’age de la premiére grossesse est également
important. Les femmes accouchant aprés 1’age de trente ans ont un risque cinq fois plus élevé
que celles accouchant avant 1’age de vingt ans, car c’est le premier accouchement qui induit la
différenciation et la perte de la capacité proliférative des lobules qui ont donc moins tendance
a développer des mutations. Donc, plus tard, les seins atteignent leur maturité plus ils sont

susceptibles de développer un cancer.

L’allaitement offre un effet protecteur additionnel significatif contre le cancer du sein. En effet,
ce dernier est un facteur différenciant des cellules mammaires et ce en plus du niveau
d’cestrogéne faible pendant cette période qui réduit la durée d’exposition de la glande
mammaire a 1’cestradiol (MOMENIMOVAHED et al, 2019).

L’avortement pourrait étre un facteur de risque. L hypothese étant que 1’épithélium canalaire et
glandulaire mammaire laissé en état de prolifération (augmentation du nombre de cellules
indifférenciées en début de grossesse sous ’action des cestrogénes) serait plus sensible aux

carcinogenes (MOMENIMOVAHED et al, 2019).

5-5 Facteurs environnementaux : Il est clair que le risque de développer un cancer du sein est

influencé par I’environnement et le mode de vie (EL FOUHI et al 2020). Nous pouvons citer :

- La sédentarité est un facteur de risque. En effet, I’activité physique et le risque de
cancer du sein sont inversement corrélés. La protection serait proportionnelle a
I’intensité et la fréquence des exercices (MONNINKHOF et al., 2007). Selon une étude
américaine récente, présentée lors de la conférence de 1’Americain Association for
Cancer Reearch (AACR), un niveau élevé de masse corporelle augmente le risque de
développer un cancer du sein invasif malgré un IMC (Indice de masse corporelle)
normal particulierement chez les femmes ménopausées (Anonyme 3). Pour chaque
augmentation de cing kilogrammes de graisse, le risque de cancer du sein RE+
(Récepteurs d’cestrogenes) augmente de 35% malgré un IMC normal, rapporte
I’étude ». D’ailleurs, 1'un des objectifs du Plan Cancer 2014-2019, recommande de

pratiquer une activité physique a toute age pour réduire le risque de survenu du cancer.
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L’alimentation influence également. La consommation de sucreries, de viande, en
particulier rouge et de matiéres grasses insaturées est un facteur potentiellement
aggravant a I’inverse des fruits et Iégumes et des huiles (olives, tournesol, arachide...).
Cela concorde avec I’impact de 1’obésité, sans doute en raison de la production
supéricure d’hormones par le tissu adipeux (DANDAMUDI et al., 2018).
L’augmentation du risque avec la consommation d’alcool est due au fait que ce dernier
augmente le niveau des facteurs de croissance circulants 1’Insulin-like Growth Factor
(IGF) et allonge la demi-vie de I’cestradiol (FEIGELSON et al, 2011).

Une étude suédoise a révélé qu’une consommation excessive (2 portions ou plus de lait
par jour) & long terme est associée a un sur-risque de 30% de cancer du sein RH positifs
(KALUZA et al., 2020).

Le travail nocturne : les études sont formelles, le travail de nuit favorise le cancer du
sein chez la femme, en particulier chez celles ayant travaillé plus de 20 ans (BENABU
et al., 2015). En effet, le travail de nuit entraine des perturbations du rythme chrono-
biologique a 1’origine de la sécrétion de la mélatonine, qui en plus de ses roles
protecteurs de ’ADN et antioxydant connus, aurait un réle dans le blocage du
développement tumoral. Des expériences in vitro sur des cellules cancéreuses et in vivo
sur des souris génétiquement modifiées pour développer un cancer du sein ont démontré
que les tumeurs étaient beaucoup plus petites quand les souris avaient recu de la
mélatonine. Le bénéfice de la supplémentation en mélatonine reste a évaluer (BENABU
et al., 2015).

Plusieurs agents chimiques sont considérés comme étant carcinogenes pour le sein : les
organochlorés (DDT, dioxine...) sont des xénoestrogenes c’est a dire qu’ils ont une
activité cestrogeénique ou anticestrogénique par la liaison aux RE, ils interférent donc
avec les voies de signalisation des cestrogenes.

Une étude rétrospective récente a mis le doigt sur un lien entre les maladies benignes
du sein et le risque de cancérisation. Les résultats ont révelé que le risque de cancer du
sein était trois fois plus élevé chez les femmes qui présentent une maladie mammaire
bénigne proliférative (ROMAN et al., 2020).

Selon une étude réalisée aux Etats-Unis, I’exposition au soleil serait bénéfique et
négativement corrélée a la mortalité par le cancer du sein. Il est donc supposé que la
vitamine D jouerait un rble protecteur (GUIGON, 2006). Cependant, des essais
cliniques restent indispensables pour déterminer la dose de vitamine D qui jouerait un
role protecteur (SHAO et al., 2012).
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6- Les types de cancer du sein

Il est, depuis longtemps, admis que le cancer est une maladie des genes. Ainsi, on
distingue deux groupes de cancer du sein. Quand 1’anomalie génétique est constitutionnelle il
s’agit d’un cancer du sein familial héréditaire, si elle est somatique elle aboutit a un cancer du

sein sporadique.
6-1 Cancer du sein familial héréditaire li¢ a BRCA1 et BRCA2

Le cancer héreditaire représente 5 a 10% des cas de cancer du sein (STRATTON et al.,
2008). 1l est le résultat d’une mutation d’un des deux alléles d’un géne suppresseur de tumeur
(BRCA1-BRCA?2). Cette mutation est présente dans les cellules germinales des parents et se
transmet sur un mode autosomique dominant. BRCA1 (chromosome 17) et BRCA2
(chromosome 13) sont des génes codants des protéines impliquées dans la réparation de I’ADN,
la régulation négative du cycle cellulaire et ’apoptose, en plus de la suppression des tumeurs.
Plus de 500 mutations ont été identifiées pour chacun d’eux. Elles entrainent une perte de la
fonction de la protéine (COUCH et al., 2002). La majorité des cancers héréditaires (80%) ne
sont pas hormono-dépendants c'est-a-dire négatifs pour les récepteurs aux cestrogeénes et

récepteurs a la progestérone (RE et RP).
6-2 Cancer du sein sporadique

Les cancers sporadiques représentent la majorité des cas de cancer du sein. Ils sont
généralement hormono-sensibles. Les cellules cancéreuses présentent alors des récepteurs
hormonaux et leur prolifération est sous la dépendance des stimulations hormonales. Ce type
de cancer est le résultat d’'une accumulation d’altérations dans les genes somatiques des cellules
de la glande mammaire, sans implication des cellules germinales. C’est un cancer tres
hétérogene car il résulte de combinaisons d’altérations géniques diverses (altération des géenes
suppresseurs de tumeurs, des genes régulant I’apoptose ...etc.). Dans les cancers sporadiques,
la positivité des récepteurs atteint les 70%. La formation de métastases a pour origine la
dissémination des cellules cancéreuses a partir de la tumeur primaire infiltrante dans tout
I’organisme via la circulation sanguine et/ou lymphatique. Des tumeurs secondaires
apparaissent alors dans des tissus distants de la tumeur primaire (JULIEN et al., 2004).

En général, dans 70 a 80% des cas, le développement métastatique débute par un envahissement
des ganglions axillaires et s’étend par la suite vers le reste de I’organisme. Cette étape n’est

cependant pas obligatoire, 20 a 30% des patientes présentant un cancer invasif présentent des
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métastases distantes sans envahissement ganglionnaire. En plus des ganglions, les organes
touchés par les métastases du cancer du sein sont les os (moelle osseuse), les poumons et le foie
(KIM, 2021).

7- Cancérogénése mammaire

La cancérogénese mammaire est un phénoméne multifactoriel, lent et progressif
impliquant des anomalies de plusieurs génes qui aboutissent a des altérations permettant aux
cellules d’acquérir un pouvoir prolifératif transmis de la cellule mére aux cellules filles,
favorisant donc la croissance clonale rapide.

Il existe des anomalies génétiques constitutionnelles dans les formes héréditaires et
anomalies génétiques somatiques dans les formes sporadiques. Dans les deux cas, le processus

passe par plusieurs stades anatomo-pathologiques (Figure N° 05).

Le premier stade est qualifi¢ d’hyperplasie qui est un simple épaississement de 1’épithélium
concerné, due a une prolifération excessive de cellules qui gardent des rapports normaux ainsi
que leur morphologie. Le second stade est la dysplasie ou hyperplasie atypique ou les cellules
proliférantes commencent a présenter des anomalies morphologiques. Le stade suivant est la
néoplasie in-situ (stade pré-cancer) qui se caractérise par une prolifération de cellules ayant une
désorganisation architecturale marquée et des anomalies nucléo-cytoplasmiques. Le dernier
stade, le plus évolué est le cancer invasif ou les cellules tumorales franchissent la membrane

basale et envahissent les structures adjacentes (Mc SHERRY et al., 2007).
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Dysplasie ou
Hyperplasie
atypique

Néoplasie
in situ

Cancer invasif

Figure N°05 : Evolution des stades anatomopathologiques du cancer du sein (Mc SHERRY

et al., 2007).

Ces diverses altérations génétiques conférent aux cellules certaines capacités (HANAHAN et

al

., 2011) (Figure N°06) :

Insensibilité au rétrocontrdle et aux inhibiteurs physiologiques de la croissance cellulaire par
inactivation du récepteur ou de la chaine de transduction de signaux antiprolifératifs tels que
TGFB (Transforming Growth Factor béta) qui a pour réle le contr6le de la prolifération
cellulaire et I’inactivation des mécanismes de contrdle du cycle cellulaire (altération des
inhibiteurs de cdk (cyclin-dependent kinase, altération des protéines Rb, p53...etc.)
Echappement a 1’apoptose par expression anormale des protéines intervenant dans la mort
cellulaire (P53 qui détecte les dommages cellulaires, surexpression de la protéine anti-
apoptotique BCL2 (B-Cell Leukemia protein 2), expression anormale des protéines pro-
apoptotiques BAX, BAK...etc.)

Croissance exagérée indépendante des stimuli externes par surexpression d’un ou plusieurs
maillons des chaines de transduction des signaux mitogenes, la production autocrine des
facteurs de croissance (boucle de rétrocontrle positive) ainsi qu’une surexpression des
récepteurs des facteurs de croissance avec induction de la production de ces facteurs par le

stroma tumoral.
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Echappement au systeme immunitaire par répression de 1’expression de la protéine FADD
(Fas Associated Death Domain) impliquée dans la transduction des messages d’apoptose
transmis par les récepteurs de mort cellulaire « Fas », I’induction de I’apoptose des effecteurs
de I’immunité par expression des ligands des récepteurs de mort ainsi qu’une sécrétion de
cytokines inhibant la réponse Th1 et une diminution de I’expression du CMHI.

Immortalité cellulaire par surexpression du gene de la télomerase hTERT (human
Telomerase Revers Transcriptase). 11 y a donc réactivation de 1’activité télomérase
empéchant le raccourcissement des télomeéres. Les séquences repétées situees aux extremités
des chromosomes sont compensées par ajout de répétions télomeriques grace a la télomeérase,
permettant aux cellules de proliférer indéfiniment.

Néo-angiogenése (Angiogenese tumorale) par modification de 1’équilibre entre activateurs

et inhibiteurs de I’angiogenese.

- Pouvoir envahissant et meétastasique par modulation de 1’expression des molécules

d’adhésion intercellulaires (cadhérines) et d’adhésion a la matrice (intégrines) et sécrétion
d’enzymes protéolytiques capables de dégrader la membrane basale et la matrice

extracellulaire.

Autosuffisance en
facteurs de croissance

Echappementa la mort Insensibilité aux
cellulaire programmée signaux extérieurs

Induction de Invasion des tissus et
l'angiogenése formation des métastases

Potentiel de réplication
illimité

Figure N°06 : Les processus cellulaires impliqués dans la tumorigenése (HANAHAN et al.,

2011).
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8- Régulation et dysrégulation : role des récepteurs hormonaux et de I’oncogéne

HER2 dans le cancer du sein
8-1 Les récepteurs hormonaux (RE, RP)

La croissance des seins au moment de la puberté est sous 1’influence des hormones
stéroidiennes notamment, I’cestrogéne et la progestérone (GUPTA et al., 2006). Ces derniéres
agissent via des voies de signalisation cellulaires suite a leur fixation sur leurs récepteurs
nucléaires, respectivement récepteur a I’cestrogeéne (RE) et récepteur a la progestérone (RP).
Cette fixation influence de maniére directe ou indirecte sur 1’expression de certains génes.

Ces hormones et plus particuliérement les cestrogenes modifient le contrdle du cycle
cellulaire en diminuant I’action apoptotique et en augmentant la prolifération cellulaire

(YAGER et al., 2006).

La majorité des cancers du sein sont hormono-dépendants avec une prédominance dans
les cancers sporadiques. A ce niveau, des RE et RP sont exprimés dans les cellules cancéreuses.
La prolifération de ces derniéres est donc stimulée par I’imprégnation hormonale (CLARK et
al., 2004). L’évaluation de I’expression des récepteurs hormonaux dans les cancers mammaires

invasifs est systématique depuis plus de trente ans (HAMMOND et al., 2010).

8-1-1 Influence des hormones stéroidiennes sur le cancer du sein héréditaire

Sur le plan biologique, de multiples interactions entre le gene BRCAL1 et les cestrogénes
ont été mises en évidence. Dans les conditions normales nous avons :

- Les cestrogenes induisent la prolifération cellulaire mais également 1’expression de
BRCAZ1 qui corrige les erreurs du génome liées a la prolifération (BRETTES et al.,
2007) ;

- BRCAI bloque le RE en inhibant la synthése de 1’isoforme REa responsable de la
prolifération cellulaire (BRETTES et al., 2007) ;

- Une des fonctions essentielles de BRCAL pourrait étre de protéger le sein durant la
puberté et la grossesse contre l'instabilité génétique secondaire a la prolifération induite
par les cestrogenes. En effet 1’augmentation du taux d’cestrogénes induit une

augmentation de la transcription de BRCA (MAUDELONDE et al., 2007).
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La protéine BCRAI normale s’oppose donc a I’effet mitogéne des cestrogeénes, en plus de

réparer les 1ésions de I’ADN.

Une mutation de BRCAL1 avec perte de la fonction de sa protéine implique :

Une perte du contrdle de la synthése REa et de son inhibition ;

Une perte de la protection du sein contre I’instabilité génomique induite par les
cestrogenes et leurs effets mutagenes ;

Perte de la propriété de réparation de I’ADN, rendant les cellules plus sensibles aux
effets mutagénes indirects ou directs des cestrogenes (effet promoteur). Cet effet
promoteur est médié par le role initiateur que peuvent avoir les cestrogeénes en
provoquant des Iésions directes sur I’ADN via leurs métabolites appelés adduits de
I’ADN (MARTIN et al., 2007).

Les mécanismes d’action de ces hormones et de leurs récepteurs dans la carcinogénese

mammaire ne sont pas encore bien élucidés. Cependant, plusieurs hypothéses sont émises :

Augmentation de la production d’cestrogénes dans les cellules cancéreuses et le tissu
adipeux qui entoure la tumeur par augmentation de 1’activité aromatase provoquée par
des facteurs sécrétés par les cellules tumorales ou inflammatoires (facteurs de
croissance, prostaglandines...) (BRETTES et al., 2007). Globalement, ces cestrogenes
agissent en raccourcissant la durée de la phase G1 c¢’est a dire en accélérant I’entrée des
cellules en phase S, ce qui entrave le processus de réparation ;

Surexpression du REa suite a une mutation augmentant ainsi la sensibilité aux
cestrogenes (HOPP et al., 2002) ;

Surexpression d’un coactivateur ou sous-expression d’un corépresseur du RE
dérégulant ainsi son activité (MURPHY et al., 2003) ;

Augmentation du ratio REa/RE par diminution de I’expression du REf lors des étapes
précoces de la tumorigenése. Le REP étant un dominant négatif du REa, sa diminution
entraine 1’augmentation de 1’activité proliférative dont est responsable le REa. Cette
dérégulation est due au fait que la cellule cancéreuse produit ses propres REa (régulation

autocrine) (BRETTES et al., 2007) ;
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- REa couplé aux cestrogeénes stimule la prolifération cellulaire via la modulation de
I’expression des régulateurs du cycle cellulaire tel que Kinase cycline-dépendantes,
cycline D1, C-Myec...etc. (REID et al., 2005) ;

- Les cestrogeénes présentent un effet prolifératif sur les cellules de la glande mammaire.
Ces derniéres étant soumises a une prolifération cyclique lors du cycle mensuel,
augmente le risque d’erreur lors de la réplication de ’ADN (CLARK et al., 2004).
Lorsque ces mutations ont lieu dans les génes impliqués dans la réparation de I’ADN,
la prolifération cellulaire ou I’apoptose, le processus tumoral est enclenché ;

- L’acide gras synthase est une enzyme surexprimée dans le cancer du sein. Elle est
induite par les progestatifs, plusieurs facteurs de croissance et produits d’oncogénes tels
que Neu/HER2. Cette enzyme facilite la croissance tumorale et son inhibition stimule
I’apoptose des cellules cancéreuses ;

- Dans les cancers du sein il y a surexpression du RPA et donc dérégulation du ratio
RPA/RPB. Cette surexpression entraine un changement morphologique cellulaire et une
perte de I’inhibition de contact (JACOBSON et al., 2003).

8-2-Oncogéne HER?2

Le géne (HER2) Human Epidermal growth factor 2 a été identifié pour la premiére fois
en 1981, suivi de la découverte du récepteur HER2 localisé a la surface des cellules en 1987.
C’est également en 1987 que SLAMON décrit son importance biologique dans le cancer du
sein (BARTLETT et al., 2003). En 1998, la thérapie ciblée voit le jour avec I’apparition de

I’herceptine qui est un anticorps murin humanisé anti-HER?2.

Le proto-oncogene HER2-neu situé sur le chromosome 17 code la protéine HER2 aussi
appelé erbB2 en raison de sa similarité de séquence avec 1’oncogeéne viral V-erbB2 (virus de
I’érythroblastose aviaire) (MANNER et al., 2004). Cette derniere est un composant normal
exprimé par un grand nombre de cellules épithéliales. La transformation de ce proto-oncogéne
en un oncogene qui initie la survenue du cancer, se fait dans 95 % des cas par amplification
génique, c'est-a-dire par une surexpression due a la production de plusieurs copies du géne

(PEREZ, 1999) (Figure N°07). D’autres altérations génétiques peuvent étre a 1’origine de cette
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activation telle que la mutation du gene, altération au niveau trancriptionnel, troncation de la

protéine...etc.

Cellule Normale Cellule HER2 +++
Récepteur HER2
Gene HER2 ]
(ErbB2) g g

Noyau

Amplification : plusieurs génes HEE2
surexpression : plusieurs récepteur HER2

Figure N°07 : Différences d’expression du récepteur HER2 entre les cellules normales et les

cellules cancéreuses (PENAULT-LLORCA et al., 2004)

8-2-2 Description du récepteur HER2, des mécanismes de son activation et signalisation

intracellulaire

Le récepteur HER2 fait partie de la famille des EGFR (Epithelial Growth Factor
Receptor). Cette glycoprotéine de 185kDa posséde 3 domaines: une région intra-
cytoplasmique a activité tyrosine kinase, une région transmembranaire composée d’un segment
lipophile qui permet ’ancrage du récepteur aux membranes cellulaires et une région
extracellulaire composée de quatre sous unités (I-1V) liant le ligand (MAADI et al., 2021).
Cependant, aucun ligand ayant une grande affinité pour HER2 n’a été découvert (récepteur
orphelin). De plus, la conformation de son domaine extracellulaire est fixe et ressemble a celle
de I’état activé par le ligand (Figure N°08.) Son activation peut étre alors expliquee par le fait
qu’il soit le partenaire de choix dans les hétérodimeres, il est donc transactivé par le ligand

reconnu par 1’autre sous unité (BURGESS et al., 2003).
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Figure N°08 : Structure du récepteur HER2 (ErbB) (GARRETT et al., 2002).

La région extracellulaire de chaque ERBB est composée de 4 domaines (I-1V). En I’absence de ligand, ’ERBB3
a une structure particuliére (a). Quand les domaines | et Il lient la neuréguline (NRG), le bras de dimérisation du
domaine Il est exposé (b) ce qui entraine une réaction récepteur-récepteur (¢). L’ERBB2 a une conformation fixe

qui ressemble a 1’état de ’ERBB3 activé par le ligand.

L’hétérodimérisation d’HER2 avec un autre récepteur de la famille ErbB est suivie
d’une autophosphorylation des résidus tyrosine kinase. Les phosphotyrosines servent de site de
reconnaissance pour des protéines intracellulaires a 1’origine de 1’activation des voies de
signalisation. Les voies de signalisation activées sont la voie IP3Kinsae et la voie Ras/MAPK
(Mitogen-Activated Protein Kinase). Ces voies permettent d’activer des protéines impliquées
dans la survie, la prolifération et la migration cellulaire, le pouvoir métastatique ainsi que
I’angiogenése (Figure N° 09) (MAADI et al., 2021).

Les signaux transmis par le biais des hétérodimeres contenant HER2 sont beaucoup plus
puissants car HER2 diminue la vitesse de dissociation du ligand prolongeant ainsi la durée du
signal d’une part et ralentit I’internalisation du complexe favorisant son recyclage a la surface
cellulaire au lieu de sa dégradation d’autre part. Cela est dii a un couplage inefficace entre HER2

et la ligase Cbl-E3 qui permet la dégradation protéique dépendante de 1’ubiquitine.

Les cancers du sein suréxprimant HER2 (HER2") sont donc plus agressifs et ce par la formation

de nombreux hétérodimeres contenant HER2 dont découlent des signaux mitotiques trés
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puissants. Le test de la surexpression de la protéine HER2 est recommandé dans tous les cancers
du sein invasifs car dans le cas ou I’HER2 est positif, la patiente bénéficiera d’un traitement
ciblé auquel nous reviendrons plus tard. La positivit¢ de ’HER2 était donc de mauvais
pronostic jusqu’a I’avénement de la thérapie anti-HER2 (WOLFF et al., 2013).

Dans les cellules normales ou HER2 est normalement exprimé (environ 10000 récepteurs par
cellules), les hétéro-diméres contenant HER2 sont peu nombreux. Leur internalisation et leur
dégradation par le protéasome est plus aisée, leurs signaux sont donc contrélables et la

croissance cellulaire est normale.

HERI1, HER2,
HER3, or HER4,

e :
bk -!1"-(1! LY

Figure N°09 : Les voies de signalisation intracellulaires médiées par HER2 (PINES et al.,
2010)

9-Traitements du cancer du sein

L’arsenal thérapeutique pour lutter contre le cancer du sein est efficace. En plus du
traitement chirurgical local s’ajoutent des traitements néo-adjuvants (préopératoire) ou
adjuvants (post opératoire) que sont la chimiothérapie, la radiothérapie, I’hormonothérapie et
la thérapie ciblée, seule ou en association. Malgré leur bénéfice certain, ils engendrent de lourds
effets secondaires.

9-1 Lachirurgie
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La chirurgie est en général la premiere ligne de prise en charge thérapeutique. Elle varie
en fonction du stade et du potentiel évolutif de la tumeur.
Dans les cas les plus agressifs, on réalise une mastectomie radicale qui consiste en une ablation
compléte du sein, des muscles pectoraux avec curage axillaire systématique (Figure N°10 A).
Cependant, on favorise des traitements de plus en plus conservateurs pour les cancers les moins
avancés. On peut réaliser une mastectomie partielle qui consiste en 1’exérése d’une partie
seulement de la glande mammaire avec une exploration par la procédure du ganglion sentinelle
du creux axillaire afin d’éviter son évidement complet et ses conséquences potentiellement
invalidantes.
Une tumoréctomie peut également étre réalisée (tumeur de petite taille <2cm). Elle consiste en
une exérése locale de la tumeur, en préservant au maximum la glande mammaire (Figure N°10
B) (MARIE, 2019).

A- MAS “TOMIE i R B- TUMORECTOMIE _ .

\ i & N £

Figure N°10 : Photographie comparative entre la mastectomie et la tumorectomie

https://ishh.fr/departments/chirurgie-oncologigue-du-sein/.

9-2 La Chimiothérapie

Le cancer du sein est I’un des cancers les plus chimio-sensibles (SAGLIER et al., 2003).
La chimiothérapie peut étre utilisée en situation néo-adjuvante pour réduire la taille de la tumeur
et permettre ainsi un traitement chirurgical conservateur, en situation adjuvante ainsi qu’en
situation métastatique.
Le principe de la chimiothérapie est d’empécher la division des cellules engagées dans le cycle
cellulaire. Les substances utilisées a cet effet sont capables d’endommager les cellules, elles

sont dites cytotoxiques. Dans 1’objectif de réduire les résistances précoces, la poly-
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chimiothérapie est plus souvent utilisée par rapport a la mono-chimiothérapie (ARNAUD et al.,
2013).
Malgré I’efficacité de cette thérapie, sa non spécificité est un inconvénient majeur car les agents
chimiothérapeutiques attaquent I’ensemble des cellules en division sans aucune distinction
entre les cellules saines et les cellules tumorales. Elle présente donc de nombreux effets
secondaires tels que I’alopécie, anémie, immunodépression, diarrhées et vomissements...etc.
Les principaux médicaments antimitotiques utilisés dans le cancer du sein sont :
- Les Taxanes qui stabilisent exagérément le fuseau mitotique empéchant ainsi les
cellules de se séparer ;
- Les Antracyclines qui s’intercalent entre les brins d’ADN et inhibent 1’activité de la
topoisomérase 11 qui permet la fusion des brins préalable a leur réplication ;
- Les Antimétabolites qui inhibent la synthése de I’ADN en bloquant 1’activité de la

thimidylate synthase dont le role est la biosynthése de la thymidine.

Une méta analyse regroupant des essais randomisés sur 1’usage de la chimiothérapie adjuvante
a demontreé que cette derniére pouvait réduire le risque de mortalité par cancer mammaire de 30
a 40% par rapport aux patientes sans chimiothérapie (PETO et al., 2012). De nos jours, 60 a
70% des patientes atteintes de cancer du sein bénéficient systématiquement d’une

chimiothérapie en post chirurgie (BENDIB, 2023).

9-3 La radiothérapie

La radiothérapie est un traitement locorégional utilisant des rayons ciblés pour détruire
les cellules tumorales et ce en Iésant leurs chromosomes ce qui bloque leur division et induit la
mort cellulaire. Il existe deux types de radiothérapies :

- La radiothérapie externe : elle est réalisée par un accélérateur linéaire de particules

(Rayons X ou électrons). La destruction des cellules cancéreuses se fait a travers la peau.

Elle représente la technique la plus utilisée.

- La curiethérapie : elle utilise des rayonnements gamma délivrés par des sources
radioactives placees dans la tumeur et a son voisinage (Figure N°11). Elle est utilisée

pour des tumeurs accessibles et de petit volume.
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Figure N° 11 : Photographie représentative de la curiethérapie

https://radiotherapie.webador.com/technigue-en-radiotherapie-externe/curietherapie-1.

La radiothérapie peut étre préopératoire permettant la régression tumorale, mais le plus
souvent elle est délivrée apres la chirurgie, qu’elle soit conservatrice ou pas. Les sites irradiés
peuvent étre le sein opéré, le lit tumoral, les aires ganglionnaires (axillaires, sus-claviculaires,
mammaires internes), la paroi thoracique et certaines localisations métastasiques (MOUSSEAU
et al., 2002). Le but de la radiothérapie est de limiter le risque de récidive locale et régionale
ainsi que la diminution du risque de métastases secondaires.

Il peut s’agir d’une IPS (Irradiation Partielle du sein) ou d’une ISE (Irradiation du Sein Entier).
Dans ce domaine-la, une méta-analyse tres récente incluant 9758 patientes a été réalisée en
effectuant une recherche dans la base de données de MEDLINE (2005-2020). L’objectif est de
comparer ’efficacité et la toxicité de I’IPS et de I'ISE en évaluant le taux de récidive de la
tumeur dans le sein ipsilatéral. L’étude a conclu que I’'IPS n’est pas moins efficace que I’'ISE,
mais elle est moins toxique. De plus, le type d’IPS n’a eu aucun impact sur la conclusion de la
méta-analyse, qu’elle soit faite en curiethérapie ou en radiothérapie externe (SHAH et al.,

2021).
9-4 Hormonothérapie

L hormonothérapie est indiquée dés que la tumeur est positive pour les RH. Le but de
I’hormonothérapie est de priver les cellules tumorales de cette influence hormonale inhibant
ainsi la prolifération tumorale et/ou entrainant la mort des cellules cancéreuses. Il existe deux

types d’hormonothérapie :
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9-4-1 Hormonothérapie suppressive

Il existe deux types d’hormonothérapie suppressive, selon que la femme soit

ménopausée ou pas (SAGLIER et al., 2003).

Chez la femme non menopausée, la suppression de la production ovarienne
d’cestrogeénes peut se faire par castration irréversible (chirurgicale ou radiothérapique) ou par
castration réversible (castration médicale) en utilisant des agonistes de la LH-RH (Luteinizing
Hormone Releasing Hormone (ou GnRH : Gonadotropin Releasing Hormone) (JONES et al.,
2004). Ce sont des médicaments présentés sous forme galénique a libération prolongée tel que
la triptoreline (DECAPEPTYL®).

Chez la femme ménopausée, la suppression de la synthése périphérique des cestrogénes
(conversion des androgenes surrénaliens) se fait via des inhibiteurs de 1’aromatase (anti-
aromatases) qui représentent I’hormonothérapie de référence pour cette catégorie de patiente.
En effet, plusieurs auteurs rapportent une bonne survie sans rechute avec une bonne survie
globale (BLISS et al., 2012).

Les anti-aromatases sont des médicaments qui entrent en compétition avec I’aromatase. Les
anti-aromatases de nature stéroidienne (type ) inhibent directement 1’enzyme aromatase
(exemestane AROMASINE®) alors que ceux de nature non stéroidienne agissent sur le
coenzyme du complexe enzymatique c'est-a-dire sur la réductase tel que I’Anastozole

(ARIMIDEX®). Dans les deux cas, I’androgéne T (figure 12) ne sera pas converti en

"

Figure N°12 : Représentation schématique de I’action des deux types d’anti-aromatase

cestrogene.

27



L hormonothérapie compétitive repose sur I'utilisation d’anti-cestrogénes qui sont des
inhibiteurs compétitifs des cestrogenes. Il existe deux types d’anti-cestrogenes :
e Les anti-cestrogeénes partiels : SERM (Selective Estrogen Receptor Modulator)
(modulateurs sélectifs des RE)
Leur mécanisme d’action est assez complexe et est di a leur structure tridimensionnelle qui
favorise un effet antagoniste dans la glande mammaire et les cellules tumorales. En effet, la
molécule se lie au récepteur ostrogénique dans le cytoplasme, migre vers le noyau mais il
n’y a pas de transcription comme dans le cas de fixation des cestrogénes (figure N°13).
Les SERM sont des agonistes-antagonistes, tissus et promoteurs spécifiques. En effet, le
RE présente une fonction ligand-dépendante (inhibée par les SERM) et une fonction ligand-
indépendante. Or les SERM activent cette derniere dans certains tissus et présentent ainsi,
une activité ostrogénique sans fixation des cestrogénes. Cela dépend également de la
quantité de coactivateurs et de corépresseurs présents dans le tissu (SHANG et al., 2002).
Cette activité agoniste est bénéfique dans 1’os par exemple (préservation du capital osseux)
mais néfaste dans 1’utérus (augmentation du risque d’adénocarcinomes)
La molécule la plus utilisée est le Tamoxiféne (NOLVADEX) : 1l présente une affinité pour

le RE équivalente a 2,57 de celle du 17B-cestradiol.

- Tam

ER-E

Figure N° 13 : Mode d’action du Tamoxiféne (DE CREMOUX et al., 2004).

e Les anti-eestrogénes totaux : SERD (Selective Estrogen Receptor Degradation). Les
anti-cestrogenes totaux sont des antagonistes pures a activité exclusivement antagoniste.
IIs se fixent sur les RE avec une meilleure affinité que les anti-cestrogénes partiels.
Cependant, ils ne permettent ni la dimérisation du récepteur ni sa translocation et
bloquent méme son recrutement au niveau des ¢léments de réponse aux cestrogénes

(ERE) sur I’ADN. Cela est di a I’instabilité¢ du complexe « RE-anti-cestrogénes totaux »
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qui est rapidement dégradé par le protéasome suite a sa polyubiquitinylation, diminuant
ainsi le niveau de RE cellulaire (BERRYet al., 2008).
Ex : FASLODEX (ICI 182.780) : Il présente une affinité pour le RE équivalente a 897. de celle
du 17B-cestradiol.

Il existe certains cancers hormono-dépendants résistants aux traitements hormonaux.
Heureusement de nouvelles molécules ont été développées pour palier a ce probleme. Parmi
elles les inhibiteurs des CDK 4/6 (plabociclib, ribociclib, abemociclib), qui couplées a d’autres

molécules tel que le fluvstrant ont abouti a un gain thérapeutique confirmé (LE DU et al., 2019).

9-5 Thérapie ciblée Anti HER2

L’amplification du geéne et donc de la surexpression du récepteur de facteur de
croissance HER2 dans certains cancers du sein a conduit au développement d’un traitement

ciblé. Différentes molécules sont utilisées telles que :

-Le Trastuzumab (HERCEPTINE) : 1l s’agit d’un anticorps monoclonal murin de type IgG1
humanisé dirigé contre le domaine extracellulaire de HER2. 1l a été approuvé par United States
Food and Drugs Administration (FDA) en 1998. Initialement utilisé pour tous les types de
cancer du sein HER2+, aujourd’hui il est plutdt prescrit dans ces types de tumeurs aux stades
précoces conformément aux recommandations de la haute Autorit¢ de Santé de I’Agence
Européenne du médicament. Sinon en association avec d’autres molécules récemment

découvertes, en cas de cancer métastatique ou localement récidivant (COTTU et al., 2020).

Les mécanismes les plus connus de son effet anti-tumoral sont (Figure N° 14) :

Régulation négative de la synthése du récepteur HER2 ;

- Interaction synergique avec des molécules cytotoxiques (sels de platine et les taxanes)
(PEGRAM et al., 2004) ;

- Le trastuzumab favorise I’internalisation du complexe anticorps-récepteur, puis sa
dégradation par le protéasome par la voie Cbl-E3 ligase en inhibant la dimérisation
d’HER2 (VALABREGA et al., 2005) ;

- Propriétés tres cytostatiques par inhibition de la voie de survie PISBK/AKT et de la voie
de prolifération MAPK (SILWKOWSKI et al., 1999) ;

- Inhibition du clivage du domaine extracellulaire (MOLINA et al., 2001) ;
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- Inhibition de I’angiogénése par diminution des facteurs angiogéniques (VEGF, TGF-
a...) (IZUMl et al., 2002) ;
- Inhibition des genes de réparation de I’ADN (préalablement détériorés par

chimiothérapie et/ou radiothérapie) ;
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Figure N°14 : Mode d’action du Trastuzumab (Herceptine) (SINGER et al., 2008).

-Le Lapatinib : Le Lapatinib est une petite molécule de la famille des 4 anilinoquiazoline qui
inhibe ’activité tyrosine Kinase des récepteurs HER1 et HER2. Il agit sur plusieurs effecteurs
intracellulaires, inhibe les signaux de prolifération en neutralisant la voie MAPKinase et les
signaux de survie cellulaire en inhibant la voie PI3K /AKT (Figure N°15) (VOIGTLAENDER
etal., 2018).
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Figure N°15 : Mode d’action du Lapatinib (VOGEL et al., 2010)

-Trastuzumab emtansine T-DM1 (KADCYLA): Le trastuzumab emtansine (T-DM1)
approuvé en 2013, est une combinaison de deux molécules (médicament conjugué) : le
Trastuzumab et le DM1 dérivé de la maytonsine lié par une liaison thioéther stable MCC (N-
maleimidomethyl cyclohéxane-1-carboxylate). Le trastuzumab est donc I’anticorps monoclonal
humanisé dirigé contre HER2. Il conserve I’intégrité de ses mécanismes anticancéreux malgré
sa conjugaison a DM1.

Le DMlest un puissant agent cytotoxique dont le mécanisme d’action consiste a inhiber la
polymeérisation de la tubuline provoquant la mort cellulaire. La toxicité de DM1 est plusieurs
fois supérieure a celle des agents de chimiothérapie. De plus, aprés plusieurs cycles de

traitements, aucune accumulation de TDM1 n’a été observée (HUNTER et al., 2020).

La séquence thioéther MCC est stable dans la circulation et ne se désintégre qu’apres
dégradation lysosomale. En bref, 1’anticorps se fixe sur le récepteur HER2 des cellules
tumorales puis le complexe TDM1-HER?2 est endocyté. Cette internalisation est suivie de la
libération d’enzymes protéolytiques qui, avec I’environnement acide du compartiment
lysosomal, induisent la dégradation de la liaison MCC et donc la libération de DM1 dont
I’action anti-microtubulaire induit la mort de la cellule cancéreuse (Figure N° 16) (ERICKSON
et al., 2006).
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Figure N° 16 : Mode d’action du Trastuzumab emtansine (T-DM1) (VACHER et al., 2012)

Le T-DM1lest généralement prescrit en cas de cancer HER2+ métastatique ou localement
avancé (COTTU et al., 2020).

Cette molécule a fait I’objet d’un essai clinique de grande envergure, des travaux ont montré
que le groupe T-DM1, comparativement au groupe Trastuzumab a obtenu une amélioration de
50% de la survie sans maladie et un risque 40% plus faible de récidives a long terme. Suite a
ces résultats, I’ASCO (American Society of Clinical Oncology) a ajouté une recommandation
en 2020, en modifiant la pratique courante et en appelant a administrer du T-DML1 en cas de
maladie résiduelle chez les patientes souffrant de cancer du sein précoce aprés avoir terminé
une chimiothérapie préopératoire standard et un traitement ciblant ’'HER2 (DENDULURI et
al., 2020).

-Pertuzumab (PERJETA) : Le pertuzumab est un anticorps humanisé recombinant qui cible
spécifiguement le domaine de dimérisation extracellulaire (sous domaine 1) du récepteur

HER2. Cela induit un blocage de I’hétérodimérisation ligand-dépendante avec les autres
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récepteurs HER (HER3, HERA4...). Le pertuzumab permet donc d’inhiber 1’activation des voies
de signalisation ligand-dépendante entrainant un arrét de la prolifération cellulaire et 1’apoptose.
Initialement. Le pertuzumab faisait partie uniquement de 1’arsenal thérapeutique des cancers
HER2+ au stade métastatique, en accord avec les recommandations Européennes de 2017
(COTTU et al., 2020).

Plus récemment, la molécule a obtenu une nouvelle autorisation de mise sur le marché (AMM)
Européenne, en association au Trastuzumab et a une chimiothérapie dans les traitements
adjuvants des cancers HER2+ précoces a haut risque de récidive (TESCH et al., 2020).
L’importance des nouvelles thérapies qui ont été¢ récemment autorisées a été ¢valuée par une
étude américaine menée sur plusieurs années de 2000 a 2016. Cette derniére a prouvé une nette
réduction de la mortalité grace aux nouvelles molécules. Dans le cas du cancer du sein le
nombre de déces évité était de 127874 (P<0,001) (MAC EWAN et al., 2020).

9-6 Traitement du cancer du sein type basal (triple négatif)

Une étude suédoise a été publiée dans la revue Nature Medecine en 2018. Les chercheurs se
sont penchés sur une nouvelle stratégie de prise en charge des cancers de type basal dits
également triples négatifs. En effet, ces derniers représentent 10 a 15% des cancers du sein et

sont plus agressifs car insensibles a I’hormonothérapie et a la thérapie ciblée anti-HER?2.

La base du traitement repose sur la communication entre les cellules cancéreuses et le tissu
conjonctif qui entoure la tumeur. En effet, un facteur de croissance PDGF-CC qui transmet
I’information entre les cellules tumorales et les cellules du tissu conjonctif a été mis en évidence
a un niveau élevé dans les cellules tumorales. Ce dernier a été associé a un mauvais pronostic.
Les modeles expérimentaux ont donc porté sur 1’inhibition du facteur de croissance PDGF-CC
via un médicament. Suite a cette inhibition, le cancer du sein triple négatif est devenu sensible
aux traitements hormonaux (ROSWALL et al., 2018).

Les immunothérapies sont ¢galement en cours d’étude telles que : les anticorps anti-HER1, les
anti-VEGF (bévacizumab)..., ces derniers sont également a 1’étude associés a des protocoles

de chimiothérapie (PASSILDAS, 2019).
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Une nouvelle stratégie thérapeutique contre les cancers réfractaires de type basal est également
en cours d’étude et a regu I’approbation de la FDA pour une premicre phase d’essai clinique en
2021. Les recherches ont été menées a I'université du Québec a Montréal (UQAM). En effet,
le professeur Annabi et son équipe ont travaillé sur une plateforme de vectorisation de
médicaments et ont mis au point le TH1902. Ce dernier est une combinaison de deux molécules,
le docétaxel qui est un médicament faisant déja partie de I’arsenal thérapeutique anti-cancereux
et un peptide qui cible spécifiquement les récepteurs de la sortiline (SORT1+). Les récepteurs
de la sortiline sont surexprimés dans plusieurs types de cancer, dont le cancer du sein triple
négatif. La technologie mise au point cible donc spécifiquement les protéines SORT1+
surexprimées a la surface des cellules cancéreuses, servant ainsi de porte d’entrée pour amener

le médicament a I’intérieure des cellules.

Les résultats précliniques du TH1902 ont été trés prometteurs dans les cancers du sein de type
basal. Il a été démontré que chez les animaux, le traitement ralenti la croissance tumorale, voir
méme 1’élimine complétement et ce, sans causer les effets secondaires redoutés de la

chimiothérapie tels que la neutropénie, la perte de poids...etc (DEMEUL et al., 2021)
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CHAPITRE II: VIRUS D’EPSTEIN BARR (EBYV)

1-Présentation et classification du virus

Le virus d’Epstein-Barr qui porte le nom de ceux qui I’on découvert en 1964 appartient a la
famille des Herpesviridea, sous famille des Gammaherpesivirinae, genre lymphocryptovirus
(virus caché dans les lymphocytes).

Ce virus ubiquitaire se transmet essentiellement par voie salivaire et est responsable
d’infections dites latentes (persiste tout au long de la vie de I’individu infecté¢) de manicre
asymptomatique.

Au laboratoire, ’EBV ou HHV4 (Human Herpes Virus 4) est capable de transformation
maligne des cellules épithéliales, d’immortalisation des lymphocytes B et d’induction de cancer

chez I’animal (WEN et al., 2022).

2-Structure du virus d’Epstein-Barr

La structure d’EBYV est semblable a tous les herpes-virus. D’un diamétre d’environ 150 nm, il
est organisé de I’intérieure vers 1’extérieure comme suit (KIEFF et al., 2007) (figure N°17) :
-Un génome viral sous forme d’ADN linéaire double brin ;

-Une nucléocapside de forme icosaédrique qui entoure le génome et qui comprend 162
capsomeres (sous-unités), elle mesure 100nm environ ;

-Un tégument qui est un ensemble fibrillaire asymétrique de phosphoprotéines entourant la
capside. Il est composé de protéines virales et cellulaires telles que la tubuline, protéines de
choc thermique 70 et 90 et cofiline qui sont impliquées dans les étapes de maturation de la
protéine virale et dans les étapes précoces de I’infection (JOHANNSEN et al., 2004) ;

-Une enveloppe lipidique dérivant des membranes nucléaire ou plasmique de la cellule hote
au niveau de laquelle le virus exprime ses antigenes membranaires de nature glycoprotéique
qui conditionnent I’infectiosité du virus dans les premiéres étapes de I’infection (adsorption,
fusion, pénétration). L’EBV perd son pouvoir infectieux des lors que cette membrane est

endommagee.
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Figure N°17 : A. structure du virion d’Epstein-Barr

B. particule virale EBV observée en microscopie €lectronique (YOUNG et al., 2004).

3-Structure du génome viral

Le génome d’EBV est un ADN linéaire double brin d’environ 172 Kb. Il est organisé de facon
semblable a celui des autres lymphocryptovirus.
Il est constitué de deux domaines uniques :
e Une région codante courte US (Short Unique region) de 1500 pb ;
e Une région codante longue UL (Long Unique region) de 150 000 pb qui comporte les
séquences répétées IR2, IR3 et IR4 qui la divisent en quatre domaines uniques U2, U3.
U4 et US.

Ces deux domaines sont séparés par des séquences répétées en tandem appelées IR1 (Internal
Repeat 1). Le tout est bordé a ses extrémités par deux séquences répétitives TR (Terminal
Repeat), qui permettent la circularisation du génome viral (YOUNG et al., 2007) (figure 18A).
En effet, dans la particule virale, le génome se trouve sous forme linéaire. En revanche, dans
les cellules hotes, le virus se circularise grace a la fusion des TR et persiste sous forme
épisomale (KIEFF el al., 2007) (figure N°18B).

Des séquences homologues de 1Kpb ont été détectées. L’une a coté de IR2 (séquence DL),
I’autre a coté de IR4 (séquence DR). Elles représentent les deux origines de réplication lytique
d’EBV (Ori Lyt) fonctionnelles durant la phase productive. L’EBV posséde egalement une
origine de réplication latente (Ori P) qui permet le maintien du virus sous forme épisomale

(figure N°18A). Cette forme peut persister tout au long de la vie de I’hote de maniére latente,
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le génome viral se réplique donc de maniere synchrone au génome de la cellule infectée en
utilisant 1’origine de réplication Ori P (HAMMERSCHMIDT et al., 1988). Dans cet état,
quelques geénes viraux continuent a s’exprimer et contribuent a I’apparition des cancers.

Dans de rares cas, I’ADN d’EBV semble méme pouvoir s’intégrer dans le génome de la cellule

hote (TAKAKUWA et al., 2005).

Le génome d’EBV code pour environ quatre-vingt protéines. Certaines sont responsables de la
latence permettant la persistance du virus dans la cellule en absence de synthese de nouvelles
particules virales. D’autres du cycle lytique et sont principalement des protéines de structure,

des enzymes de transcription et de réplication virale (TSELIS, 2013).

TR
A B
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Figure N°18 : A. Représentation schématique de I’ADN linéaire d’EBV (infection lytique)
B. Représentation schématique de I’ADN ¢épisomal d’EBV (infection latente) (YOUNG et al.,
2003).

4-Protéines virales

L’EBV ¢étant capable d’exécuter deux programmes d’expression géniques distincts (cycle

Iytique et cycle latent), il synthétise deux groupes de protéines :
4-1 Protéines de latence

La latence virale permet la persistance du virus dans la cellule héte sans production de virus et
avec une expression réduite d’antigénes viraux.
On compte onze genes de latence, regroupés en trois principales familles :
e La famille de génes codant pour les six protéines nucléaires EBNA (EBV Nuclear
Antigen) : EBNAL, EBNA2, EBNA 3A, EBNA 3B, EBNA 3C, EBNA LP.
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e La famille de genes codant pour les trois protéines membranaires LMP (Latent
Membrane Protein) : LMP1, LMP 2A, LMP2B.

e Lafamille de génes transcrits en deux ARN EBER (Epstein-Barr Encoded small RNA) :

EBER1 et EBER2 qui ne sont pas traduits en protéines.

Différents profils d’expression de ces génes ont été décrits in-vivo et in-vitro aboutissant a

différents stades de latence. Ces stades ainsi que les principales fonctions de ces protéines sont
résumes dans le tableau ci-dessous (tableau I11) (LARRAT, 2010).

Tableau 111 : Stades de latence et principales fonctions des protéines de latence d’EBV.
Protéines  Localisation Latence Fonctions principales
o Maintien du génome viral sous forme
EBNA1 Nucléaire 1, I, 111 .
épisomale.
o Immortalisation des lymphocytes B ;
EBNA2 Nucléaire i ) o _ )
Activateur de transcription cellulaire et virale.
Répresseur de I’action d’EBNA2 ;
EBNA 3A o Se lie a RBP-jkappa ;
Nucléaire Il
(EBNA3) Participe a I’immortalisation des lymphocytes
B.
EBNA 3B ] Inconnue ;
Nucléaire i o ]
(EBNA4) Se lie a RBP-jkappa.
Répresseur de I’action d’EBNA2 ;
EBNA 3C o Action sur le cycle cellulaire ;
Nucléaire i o ]
(EBNAG) Se lie a RBP-jkappa ;
Participe a I’immortalisation.
EBNA LP ) Cofacteur ’EBNA2 ;
Nucléaire i )
(EBNADS) Interagit avec p53 et Rb.
Oncogéne majeur transducteur de signaux via
LMP1 Membranaire I, 1l TRAF ver NF-«xB et JNK ;
Induit bcl2.
LMP 2A  Membranaire I, 1l Prévient la réactivation virale.
LMP2B  Membranaire I, Inconnue.
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Il existe des transcrits de la région BAMH1A qui sont exprimés quel que soit la forme
d’infection (latente ou lytique), ces derniers codent pour des protéines BARF0, RK-BARFO,
AT73 et RPMS1 dont les roles sont encore mal connus.

Au cours de ma these, je me suis intéressée plus particulierement a la protéine LMP1 qui est
I’oncoprotéine majeur de I’EBV, c’est pour cette raison qu’elle sera décrite de fagon plus
approfondie.

- Description de la protéine de latence LMP1
LMP1 (Latent Membran Protein 1) est une protéine membranaire de 62 KDa, composee de 386
acides aminés. Elle comprend 3 régions (figure N° 19) :
-Une courte région N-terminale cytoplasmique de 24 acides aminés qui permet ’orientation de
la protéine dans la membrane et son ubiquitinylation (AVIEL et al., 2000) ;
- Six domaines transmembranaires hydrophobes impliqués dans 1’oligomérisation de la
protéine, I’encrage dans la partie lipidique et la signalisation (HIGUCHI et al., 2001) ;
-Une longue queue C-terminale cytoplasmique de 200 acides aminés, composée de deux
domaines CTAR1 et CTAR2.

Les deux domaines CTAR permettent I’engagement de molécules effectrices, responsables de
la signalisation de LMP1. En effet, ces derniers interagissent directement avec les membres de
la famille TRAF (TNFR-Associated Factor) via CTAR1 grace a son site de liaison (PQQAT)
qui est également impliqué dans la signalisation du récepteur CD40, récepteur considéré comme
I’équivalent cellulaire de LMP1 (MAINOU et al., 2007).

CTAR2, quant a lui, interagit avec TRADD (TNFR-Associated Death Domain) et RIP
(Receptor-Ineracting Protein). Grace au recrutement de ces adaptateurs, LMP1 peut interagir
avec diverses proteines et activer plusieurs voies de signalisation cellulaire.

Les CTAR sont donc responsables de la transduction des signaux de la protéine LMP1
(KILGER et al., 1998).

LMP1 est un récepteur qui ne nécessite pas de ligand et qui est considéré comme
constitutivement actif (ligand indépendant), ce qui le rend apparenté a la famille des TNFR
(Tumor Necrosis Factor Receptor) notamment au CD40. En effet, LMP1 a pu partiellement
substituer le CD40 chez des souris transgéniques qui en sont dépourvus (HOMIG-HOLZEL et
al., 2008).
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Figure N°19 : Structure de la protéine LMP1 (KHANNA et al., 2005).

- Roles de la protéine de latence LMP1
L’expression de LMP1 dans les cancers associés a I’EBV est positivement corrélée a la

prolifération et I’'immortalisation des cellules tumorales, ainsi qu’a I’invasion et I’angiogenése

(DAWSON et al., 2012).

LMP1 étant un récepteur ligand-indépendant, il interagit avec diverses protéines cellulaires,
affectant ainsi la croissance, la différenciation cellulaire et 1’apoptose. Cette interaction se fait
via les CTAR qui recrutent les TRAF, soit directement grace a CTARL ou indirectement via les
TRADD, les RIP et B69 dans le cas de CTAR2 (KILGER et al., 1998) (figure N°20).

La famille des TRAF recrute par la suite des molécules de signalisation qui permettent a LMP1
I’induction des facteurs de transcription NF-kB et AP1 qui sont fortement impliqués dans le
développement embryonnaire et 1’oncogenése (ELIOPOULOS et YONG, 1998).

Les voies PI3K (Phosphatidylinositol 3 Kinase) et JINK (c-Jun amino-terminal Kinase), sont
également consécutivement activées (figure N°20), permettant respectivement la survie et la
prolifération des cellules infectées (HOMIG-HOLZEL et al., 2008).

LMP1 peut agir sur I’expression d’autres genes tels que EGFR (Epithelial Growth Factor
Receptor), les molécules de la voie de transduction JAK/STAT et les facteurs anti-apoptotiques
bcl2 (B-cell lymphoma 2), mcl-1 (Myeloid cell leukemia 1) et A20 protégeant ainsi les cellules
de I’apoptose (FRIES et al., 1996).
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LMP1 pourrait aider a I’échappement au systéme immunitaire en contrélant 1’expression des
chimiokines CCL17 et CCL22, les ligands de ces derniéres permettent le recrutement de
cellules Treg, qui sont un sous type de lymphocyte CD4 qui suppriment 1’activité des
lymphocytes CD8 empéchant la réponse immunitaire (JORAPUR et al., 2022).

L’oncogénicité de LMP1 est aussi due a son pouvoir de régulation positive de I’expression de

la protéine TAZ qui est essentielle a la prolifération des cellules (HE et al., 2016).

LMP1 contribue au pouvoir métastatique des cellules infectées en induisant 1’expression de
certains facteurs angiogéniques (VEGF, FGF2, Cox 2...) et en inhibant I’expression des

suppresseurs de métastases tel que I’E-cadhérine par exemple (HAYASHI et al., 2003).

LMPI1 peut également se retrouver dans les exosomes, c’est-a-dire dans des vésicules
extracellulaires altérant ainsi leurs fonctions. En effet, les exosomes modifiés par LMP1
améliorent la croissance, la migration et le pouvoir invasif des cellules malignes. Ce
mouvement de LMP1 a travers les exosomes permet d’améliorer la progression des tumeurs
liées a ’EBV. Cela signe également un certain contrdle de I’EBV du microenvironnement

tumoral (HOUALI et al., 2007, HURWITZ et al., 2017).

L’expression de la protéine LMP1 est associée a un mauvais pronostic de survie dans le cas des
lymphomes non hodgkiniens, ce qui n’est pas encore prouvé dans le cas des cancers du sein
associ¢ a ’EBV.

Une expérimentation prometteuse réalisée sur des souris a prouvé qu’un vaccin thérapeutique
ciblant LMP1 pourrait supprimer la croissance tumorale et les métastases in vivo (LIN et al.,
2017).
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Figure N°20 : Voies de signalisation activéees par les domaines CTARL, CTAR2 et STAR3
(DAMANIA, 2004).

4-2 Protéines du cycle lytique

La fabrication d’une particule virale d’EBV nécessite 1’expression séquentielle des génes du
cycle lytique. Il s’agit d’un processus trés ordonné ou il y a d’abord expression des geénes tres
précoces IE (Immédiate Early) dont le produit active 1’expression des génes précoces EA (Early
Antigens) qui a leur tour induisent la réplication du génome viral nécessaire a la transcription

des genes tardifs.
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Ces protéines tardives (protéines de structure) sont essentielles a I’assemblage et a la maturation
des particules virales infectieuses. Cependant, I’entrée en cycle lytique est liée en premier lieu
a ’expression de la protéine transactivatrice ZEBRA (Z-Epstein-Barr Replication Activator)
(ABID, 2017). En effet ; ZEBRA permet :

e L’activation de la transcription de son propre géne ;
e L’induction de I’expression des geénes trés précoces et précoces ;
e [’induction de I’expression des génes de structure ;

e Laréplication de I’ADN viral.

5-Cycle biologique du virus d’Epstein-Barr

L’EBYV possede un spectre d’hote restreint a I’Homme (réservoir strictement humain). Plus de
90% de la population mondiale est infectée par le virus. La primo-infection est en général
asymptomatique mais peut entrainer chez le jeune adulte une mononucléose infectieuse.
L’Homme héberge donc en général le virus a 1’état latent a I’intérieur des lymphocytes ou
excrété de maniere asymptomatique dans la salive, éventuellement dans les sécrétions génitales.
Ce virus ubiquitaire se transmet donc essentiellement par la salive (maladie du baiser) et les
relations sexuelles (KIEFF et al., 2007).

L’infection par EBV passe par trois principales étapes :

5-1-Attachement et entrée du virus dans les cellules cibles

Le virus pénétre dans I’épithélium oropharyngé et infecte ses cellules cibles notamment les
lymphocytes B et les cellules épithéliales (NICOLAS, 2002).

L’infection est initiée par I’attachement du virus sur les lymphocytes B grace a leur CD21 qui
se lie a la glycoprotéine gp350/220 de I’enveloppe virale externe (FINGEROTH et al., 1984).
Ce mode d’attachement existe également pour les cellules épithéliales (figure N°21a)
Cependant, certaines d’entre elles ne possedent ni le CD21 ni le CMH 11, ainsi, des études ont

démontré que leur mécanisme d’infection pouvait étre différent de celui des lymphocytes B.
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Pour les besoins de notre étude nous nous intéresserons seulement a 1’infection des cellules
¢pithéliales dont le mécanisme n’est pas tout a fait clair. Cependant, plusieurs mécanismes de

fixation ont été décrits :

-L’attachement d’EBV aux cellules épithéliales peut se faire par I’intermédiaire du complexe
gp25/gp85 du virus avec un récepteur des cellules épithéliales non identifié présentant une
fonction comparable au CMHII. Des auteurs ont pu démontré qu’un virus déficient pour
I’expression de la gp85 ne peut pas infecter les cellules épithéliales, d’ou I’importance de cette
glycoprotéine (MOLESWORTH et al., 2000). La pénétration du virus se fait suite a la fusion
de I’enveloppe virale avec la membrane cellulaire permettant la libération des nucléocapsides
dans le cytoplasme. Aprés décapsidation, le génome viral linéaire migre vers le noyau, ou il se
circularise par recombinaison au niveau des TR pour établir un état de latence (HAAN et al.,
2000).

- Plus tard, il a été démontré que I’EBV peut également s’attacher aux cellules épithéliales grace
a son dimére gHgL qui se lie aux intégrines a5p6 et a5P8 cellulaires (figure N°21b) ou encore
grace a sa glycoprotéine BMRF2 qui se lie a I’intégrine 1 ou a5p1 (figure N° 21c) (HUTT-
FLETCHER, 2007).

-L’infection peut se faire par I’intermédiaire des IgA anti-EBV. En effet, ces derniers peuvent
pénétrer dans la cellule par endocytose via D’interaction de la molécule sécrétoire
transmembranaire SC exprimée a la surface des cellules épithéliales (endocytose du complexe

IgA/EBV permettant I’infection des cellules épithéliales).

-L’entrée de ’EBV dans les cellules épithéliales peut également se faire par la fixation des
cellules B qui se lient aux cellules épithéliales induisant ainsi leur infection. Ce mécanisme de
transfert d’infection (infection de cellules épithéliales par des cellules B déja infectée) nécessite
les gp85/gp25 (SHANNON-LOWE et al., 2011 ; CHEN et al., 2019).

-L’EBV est capable de se propager entre les cellules épithéliales adjacentes en traversant les

membranes latérales au niveau des jonctions serrées (TUGIZOV et al., 2003).

-Une étude récente a également identifié le facteur NRP1 (Neutropilinl) comme facteur
d’entrée d’EBV dans les cellules épithéliales (WANG et al., 2015 ; CHEN et al., 2019).
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Figure N°21 : Schéma représentatif de certains mécanismes d’attachement de I’EBV aux

cellules épithéliales (HUTT-FLETCHER, 2007).

5-2-Latence et maintien du génome

La mise en place d’un programme de latence virale repose sur deux phénomenes
interdépendants (MRIZAK, 2013) :

-Le premier est la répression du cycle lytique et le maintien du génome viral en situation
intracellulaire, sous forme épisomale circularisée ;

-Le second est I’expression des geénes dits de latence dont les produits permettent entre autres,
I’immortalisation des cellules infectées.

La réplication virale pendant cette phase est synchronisée avec celle de I’ADN cellulaire. Le
maintien des épisomes viraux dans les cellules infectées se fait grace a la protéine EBNAL qui
reconnait des motifs ADN spécifiques, localisés sur 1’origine de réplication plasmidique ORI
P. Cette dernicre contient des régions essentielles a la réplication en plus d’étre spécifique a
I’ADN polymérase cellulaire. Ainsi, la fixation d’EBNA1 sur ces séquences pourrait étre a

’origine de I’initiation de la réplication et donc du maintien du génome viral.

Lors de cette phase de latence, un nombre limité de genes est exprimé : les génes de la famille
EBNA, de la famille LMP ainsi que les génes codant pour les ARN EBER et BART. Cependant,
le profil d’expression de ces génes de latence n’est pas identique dans tous les types cellulaires
infectés par ’EBV. C’est ainsi qu’on distingue plusieurs types de latence (0, I, II et III).

La latence de type |1 est caractéristique du carcinome indifférencié du nasopharynx par exemple
et est caractérisée par 1I’expression des protéines EBNA1, LMP1, LMP 2A et LMP 2B.
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5-3-Réactivation (cycle lytique)

Le cycle lytique se caractérise par la réplication de I’ADN viral, la production des protéines de
la phase lytique et la production de nouvelles particules virales, le tout en utilisant le bagage
enzymatique cellulaire et viral. Le processus s’achéve par la mort des cellules hotes d’ou le
nom de cycle lytique. Cette phase permet au virus de renouveler son pool de cellules infectées

ainsi que sa transmission interhumaine (MURATA, 2014) (figure N°22).

: Reactivation 2 -~ '
#* #*
N “Re-silencing”

|atent infection Lytic infection
Produce only a limited Produce >80 genes,
number of genes, intense virus DNA
amplified once at S phase replication and
no progeny production progeny production

Figure N°22 : Passage de la latence virale au cycle lytique (le cycle de vie bi phasique de
’EBV) (MURATA, 2014).

En vert, les produits des génes de latence exprimés de maniere tres limitée

En rouge, jaune et bleu, les produits des genes du cycle lytique (plus de 80 genes exprimés)

La réactivation virale peut étre spontanée dans 2 a 5% des cellules infectées ou survenir suite &
des stimuli extérieurs (hypoxie, stress...). Cette faible proportion de cellules qui entrent en
cycle lytique est due aux protéines exprimées lors de la latence virale telle que LMP1 qui

s’oppose en inhibant fortement le cycle lytique.

Il a été démontré que la protéine ZEBRA, également nommee Zta codée par le géne tres
précoce BZLF1 joue un role primordial dans le passage de I’état latent au cycle lytique. Elle est
donc initiatrice de la réactivation et joue un réle de commutateur (PETOSA et al., 2006).

En effet, durant cette phase, les deux génes viraux trés précoces (Immediate Early) BZLF1 et
BRLF1 qui codent respectivement pour les facteurs de transcription Zta (ZEBRA) et Rta
(également appelée protéine R) sont exprimés. Ceci conduit a I’activation des génes précoces
tels que BMLF1 qui code la protéine Mta ou encore d’autres geénes dont les produits sont I’ADN

polymérase virale..., .Ces derniers, vont permettre la formation du complexe de réplication
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viral (synthése de I’ADN) a partir de 1’origine de réplication lytique (ori-lyt). C’est a partir de
ces molécules d’ADN viral linéaires néoformées que sont transcrits les antigenes tardifs en
I’occurrence ceux de la capside VCA (Viral Capsid Antigen) et de I’enveloppe MA (Membran
Antigen) (KENNEY et al., 2014).

Les précurseurs de la capside virale (pc) s’assemblent dans le noyau. L’ADN obtenu apres
réplication (ADN linéaire) est incorporé a I’intérieur de la capside formant une nucléocapside,
un assemblage qui se fait dans le noyau. Les nucléocapsides mires migrent vers la surface de
la cellule et acquierent leurs enveloppes a partir des membranes nucléaires et cytoplasmiques
qu’elles traversent par bourgeonnement. Par ailleurs, la glycosylation des glycoprotéines
membranaires se fait dans le réticulum puis dans le golgi au méme temps que se met en place
le tégument. La fusion des vésicules post golgiennes et de la membrane plasmidique permet la
libération des virions et la lyse de la cellule (GRUNWALD et al., 2003) (figure N°23).

Figure N°23 : Représentation schématique du processus d’assemblage et de relargage du

virion (GRUNWALD et al., 2003)
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6-Mécanismes cellulaires de la transformation maligne dépendante d’EBV

(carcinogénese) et voies de signalisation impliquées

La cancérogénese dépendante d’EBV pourrait s’initier a partir de cellules épithéliales infectées
de maniere latente et qui présenteraient dans un second temps un événement génetique
(délétion, hyperméthylation des promoteurs...).

L’infection des cellules épithéliales tumorales par I’EBV est monoclonale, ce qui suggere que
I’infection virale préceéde I’expansion tumorale.

Il existe des interactions réciproques virus/cellules (figure N°24). En effet, le phénotype malin
est entretenu grace a des protéines codées par les genes viraux (EBNAI1, EBER1...) d’une part
et d’autre part, un ensemble de facteurs cellulaires « verrouillent » les génes du cycle viral

productif qui permettent normalement la synthése des particules virales.

~

Expression de génes viraux « latents >» Contribution au phénotype tumoral via
EBER, EBNAL, LMPI, LMPZ, BARFI différents processus cellulaires
Activation des voies NF-KB et PI3-kinase ?
Expression anormale des génes IGFI, BCI-X,
EGF-R, COX-27?

£tat de différenciation et de maturation
Verrouillage des gines de I’EBV nécessaires épithéliales favorable au maintien
@ la production de particules virales de la latence virale

—

Figure N°24 : Représentation schématique des interactions virus/cellule dans les cellules

épithéliales malignes de carcinome nasopharyngé (NPC).

L’infection virale est donc latente au sein des cellules tumorales. En effet, dans le cas du cancer
du cavum par exemple, la protéine EBNAL et les ARN EBER sont exprimés dans 100% des
cas, la protéine LMP 2A dans 50% des cas et la protéine LMP1 dans 35 a 90% des cas.

La cancérogénése est donc le résultat de la combinaison de plusieurs parametres, notamment :
Expression des ARN non messagers EBER1 et EBER2 qui se lient a la PKR (Protéine Kinase
dépendante des ARN) et inhibent sa phosphorylation, bloguant ainsi la réponse cellulaire aux

interférons. Ces derniers ont également la capacité d’activer la transcription du géne codant
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I’IGF1 (Insulin-like Growth Factor 1) par un mécanisme non encore élucidé (NANBO et al.,
2002) ;

Expression de la protéine EBNAT1 qui a le pouvoir de transactiver 1’expression du géne anti-
apoptotique Bcl-X (TSIMBOURI et al., 2002) ;

Expression de la protéine LMP2, difficilement détectable mais dont les messagers sont
abondants. Cette protéine présente une activité transformante par activation de la voie de
signalisation PI3-Kinase/AKT ;

Expression de la protéine BARF1 qui est faiblement retenue dans les cellules. Sous sa forme
sécrétée, elle présente les propriétés d’un facteur de croissance (SALL, 2004) ;

Expression de la protéine LMP1 qui est essentielle dans le pouvoir oncogene d’EBV. En effet,
le domaine C-terminal de cette derniére peut étre subdivisé en trois régions activatrices de la
signalisation cellulaire, les CTAR (C-Terminal Activating Regions): CTAR1, CTAR2,
CTARS3. Or, CTARL1 et CTAR2 activent la voie NF-kB, favorisant la prolifération cellulaire et
I’inhibition de I’apoptose et donc I’immortalisation cellulaire. CTAR3, quant a elle, augmente
I’expression du VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) favorisant I’invasion et les
métastases et ce, en stimulant la voie Jak3/STAT (ZHENG et al., 2007) ;

L’EBYV altére la fonction de la protéine humaine Nm23-H1 qui joue le rble de suppresseur de
tumeur métastatique. Cette altération se produit suite a 1’interaction de la région carboxyl
terminale de la protéine virale EBNA-3C de maniére spécifique avec la protéine Nm23-H1.
Lorsque ce frein naturel est désactivé par ’EBV, les cellules cancéreuses mammaires forment

des métastases (PANDEY et al., 2018).
L’EBV représente donc un cofacteur parmi d’autres dans la transformation maligne des cellules

épithéliales. Cette transformation requiere en effet, des altérations génétiques qui s’ajoutent a

I’infection latente par ’EBV.
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PARTIE PRATIQUE

Matériel et méthodes

Dans le but de répondre a la question de départ a savoir, existe-il une
expression des protéines virales EBV dans les cellules tumorales mammaires ? Nous avons

réalisé des analyses au sein du service d’anatomie-pathologie du CHU NEDIR MOHAMED de
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Tizi-Ouzou sur une population de trente patientes présentant un carcinome mammaire et ayant

subi une mastectomie.

1 Matériel
1-1 Réactifs

e Les réactifs nécessaires pour I’étude histologique
- Formol tamponné (formaldéhyde a 10%) ;

- Solutions d’alcool a différentes concentrations (50%, 70%, 96%, 100%) ;
- Xylene (solvant organique) ;

- Paraffine (fondue) ;

- Eau courante ;

- Eaudistillée ;

- Hématoxyline de Harris ;

- Lithium carbonate ;

- Eosine;

- EKIT.

e Les réactifs nécessaires pour I’étude immunohistochimique
Les réactifs nécessaires pour 1’étude immunohistochimique sont inclus dans le kit Dako des
récepteurs hormonaux (RE, RP), dans le kit Dako HercepTest (HER2) et dans le kit IR753
(LMP1). Le contenu de chacun de ces Kits est représenté dans I’annexe II1.

1-2 Appareillage

- Appareil a circulation (Circulateur) ;
- Appareil a enrobage ;

- Microtome ;

- Bain marie;

- lames et lamelles ;

- FEtuve;

- Batterie de coloration hématoxyline-éosine (HE).

1-3 Matériel biologique
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Le matériel biologique utilisé dans notre étude est représenté par des fragments
tissulaires de carcinomes mammaires extraits a partir de pieces de mastectomie prises en charge
dans le service d’anatomopathologie du CHU de Tizi-Ouzou.

Nous avons obtenu ’autorisation de travailler sur des échantillons humains selon les
principes d’éthique mentionnés dans la déclaration d’Helsinki. Notre étude a également été
approuvée par la Commission de Déontologie et d’Ethique de la faculté des sciences

biologiques et des sciences agronomiques de 1’universit¢ Mouloud Mammeri (UM-
MTO/20/06/2021/Eth-Deon-A-041).

Les patients considérés: nous avons suivi trente patientes colligées au service
d’anatomopathologie du CHU NEDIR MOHAMED de Tizi-Ouzou. Le but étant de rechercher,

en plus de I’expression des RH et HER2, I’expression de la protéine LMP1 qui signe la présence

de ’EBV.

- Les paramétres d’inclusion

Notre étude inclut les patientes ayant subi une mastectomie.

- Les paramétres d’exclusion
Nous avons exclu de cette étude les patientes ayant subi des tumorectomies ou des micro-
biopsies. Cette exclusion est justifiée par le fait que, lors de la prise en charge des deux cas
suscités, certains facteurs pronostiques classiques ne sont pas pris en considération car

impossibles a évaluer. C’est donc la démarche scientifique qui exige cette exclusion.
2 Méthodes
2-1 Méthodes d’anatomie-pathologie

De manicre générale, I’analyse anatomo-pathologique d’une mastectomie est scindée en
trois grands axes :
- L’étude macroscopique ;
- L’¢étude histologique ;
- L’étude immunohistochimique suivie de I’étude microscopique qui permet de visualiser

et d’interpréter les résultats.
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L’¢étude macroscopique est précédée d’une étape de fixation au formol tamponné
(formaldéhyde a 10%) pendant 24 heures. Le but de ce prétraitement est de s’opposer a la
déshydratation tissulaire et d’immobiliser les composantes cellulaires du tissu dans un état aussi
proche que possible de I’état vivant, assurant ainsi la conservation de la piéce. L’examen
macroscopique est essentiel pour déterminer le choix du préléevement a examiner. La prise en
charge macroscopique se fait par un médecin anatomo-pathologiste et consiste en une macro-
description (Figure N°25).

La piece est examinée, mesurée, pesee, palpée puis dissequée. Suite a la coupe, le médecin
extrait de petits fragments qu’il dépose dans des cassettes qui seront étiquetées en €crivant le

numéro du patient et du bloc, puis plongées dans du formol a 10%.

Laboratoire d'anatomie pathologie du CHU
NEDIR MOHAMED de Tizi-Ouzou

Figure N°25 : Piéce de mastectomie montrant la présence d’une tumeur (fléche).
La macroscopie étant réalisée par le médecin, nous avons débuté notre travail a partir de 1I’étude

histologique.

2-1-2 Etude histologique
L’¢tude histologique passe par plusieurs étapes qui ont pour objectif 1’obtention de coupes de

tissu trés minces pour I’observation microscopique. De maniere générale, nous avons effectué

sept étapes :
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2-1-2-1 Circulation
La circulation a pour but de rendre le tissu suffisamment rigide pour que ’on puisse le

manipuler sans risquer de I’abimer. Elle dure 12 heures et comprend trois étapes :

e Déshydratation
La déshydratation est progressive, elle dure 08 heures et se fait par passages successifs du tissu
dans des solutions d’alcool & concentrations croissantes (50%, 70%, 96%, 100%) (2 heures dans

chaque bain).

e Eclaircissement
Cette étape d’une durée de deux heures est réalisée dans un solvant organique « le Xyléne »

dans lequel peut se dissoudre 1’alcool.

e Imprégnation
Elle se fait par immersion du tissu dans deux bacs de paraffine fondue a 56-60 °C pendant une
heure chacune. Cette derniére a pour role de remplir les pores tissulaires préalablement vidés

de leur eau lors de la déshydratation. Le but étant de ne pas obtenir un tissu exsude.

2-1-2-2 Inclusion et enrobage
L’objectif de I’inclusion en paraffine est de fournir un support au tissu pendant et apres
la coupe au microtome. Nous avons préparé des blocs de paraffine pour nos échantillons. La

technique d’enrobage que nous avons utilisée s’effectue comme suit :

- On récupere les cassettes qui se trouvent dans 1’appareil a circulation et on les plonge
dans le bac de I’appareil a enrobage. Ce dernier contient une petite quantité de paraffine
liquide.

- On ouvre une cassette, on prend le fragment a ’aide d’une pince.

- On place le fragment dans un moule adéquat dans lequel on aura déja verse une petite
quantité de paraffine liquide grace au distributeur de paraffine de ’appareil a enrobage
(partie chaude).

- Une fois le fragment dans le moule, on verse dessus une petite quantité supplémentaire

de paraffine liquide.
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- On dépose le moule sur la paillasse froide de 1’appareil pour bien le fixer puis on le
recouvre par la cassette dans laquelle le fragment a été pris. On verse encore une petite
quantité de paraffine dessus.

- Apres solidification au congélateur, on démoule le bloc de paraffine.

Le fragment tissulaire se retrouve alors inclus dans un bloc solide (figure N°26).

Figure N°26 : Photographie représentative du résultat de I’enrobage

2-1-2-3 Microtomie (réalisation des coupes)

La microtomie consiste en I’utilisation d’un microtome lequel, grace a sa lame, permet
de couper les blocs de paraffine préalablement préparés. On obtient ainsi des rubans tres minces
de 3 a5 microns.

Ainsi, nous avons réealisé cette étape sur nos trente échantillons comme suit :
- On place le bloc de paraffine sur le support de bloc du microtome ;
- Onrabote le bloc jusqu’a I’exposition totale de la surface du fragment tissulaire ;
- On réalise des coupes tres minces. L’ensemble de ces derni¢res forment un ruban ;
- On dépose les rubans obtenus dans un bain marie (37°C) et on les récupeére rapidement

en les étalant sur des lames.

2-1-2-4 Etalement

L’étalement des coupes consiste a aplanir le tissu sur la lame. Il se fait sur eau chaude a
environ 37°C. En effet, les rubans préalablement obtenus sont placés dans le bain marie puis
sont etalés sur des lames comme suit :

- Onenleve les plis qui restent sur les coupes en les étirant délicatement ;

55



- On dépose nos coupes sur des lames en prenant soin de bien les centrer ;
- On étiquette nos lames en écrivant le numéro du patient et du bloc avec un crayon
diamant ;

- On laisse sécher les lames a 1’air libre.

2-1-2-5 Déparaffinage
Le déparaffinage consiste a éliminer la paraffine qui entoure le fragment en placant les
lames seéches dans de petits chariots qu’on met dans 1’étuve a 37°C pendant environ 12 heures

pour faire fondre la paraffine.

2-1-2-6 Coloration de routine : méthode a I’hématoxyline-éosine (H.E)

La coloration combinée hématoxyline-éosine permet de mettre en évidence les
principaux éléments morphologiques des tissus (coloration topographique). Elle associe une
coloration nucléaire par 1’hématoxyline de Harris et une coloration du cytoplasme et du
collagene par I’€éosine. La coloration résulte donc de I’action conjuguée d’un colorant acide CO”
(éosine) qui colore les substances basiques de la cellule et d’un colorant basique NH*
(hématoxyline) qui colore les substances acides.

En d’autres termes, 1’hématoxyline basique se fixe sur les acides phosphoriques des acides

nucléiques et 1’éosine acide se fixe sur les groupements positifs des protéines cytoplasmiques.

Une fois le déparaffinage de nos lames achevé, nous les plagons dans des chariots spéciaux que
nous avons fait passer dans les 27 bacs de la batterie de coloration dont la succession permet de
réaliser les étapes nécessaires de la technique. Le temps passé dans chaque bain est de 30

secondes.

La technique consiste a poursuivre le déparaffinage par le xyléne puis a réaliser une
réhydratation des tissus par de ’alcool a concentrations décroissantes (100%, 96%, 70%, 50%).
Une fois les tissus réhydratés, on réalise une coloration nucléaire par I’hématoxyline de Harris
suivie d’une coloration du cytoplasme et du collagéne par 1’éosine. Suite a cette double
coloration, on procéde a la déshydratation des tissus par de 1’alcool et a leur éclaircissement par
le xylene. La technique est réalisée de maniéere automatique grace a 1’automate de coloration

(Batterie de coloration HE).
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Apres la coloration, nous retirons les lames des petits chariots et nous les déposons sur un

plateau en bois pour sécher. Aprés séchage de nos lames, nous procédons au montage.

2-1-2-7 Montage des lames
Cette opération consiste a protéger définitivement le tissu étalé sur la lame par une
lamelle de verre, collée a I’aide d’un produit synthétique transparent qui se polymérise a 1’air,

appelé « EKIT ». Nous avons donc procédé au montage de nos lames comme sulit :

- Lalame est plongée dans un bain de xyléne puis on la retire immédiatement. Le but est
d’¢éliminer les éventuelles impuretés et d’éclaircir la coloration ;

- On verse une goutte d’EKIT sur la lamelle qu’on dépose sur la lame en évitant les bulles
d’air qui géneront I’observation ;

- On plonge la lame montée dans un bain de xylene et on la retire de suite. Le but de cette
étape est de nettoyer la lame de toutes impuretés ;

- On laisse sécher a I’air libre.

NB : Neuf lames au minimum sont nécessaires pour chaque patient :
- Une lame pour I’étude histologique ;
- Huit lames pour I’étude immunohistochimique :
v Deux lames pour le test du RE (I’une pour I’anticorps primaire anti-RE, I’autre
pour le réactif de contrdle négatif) ;
v Deux lames pour le test du RP (1I’'une pour I’anticorps primaire anti-RP, ’autre
pour le réactif de contrdle négatif) ;
v Deux lames pour le test de ’HER2 (I’une pour I’anticorps primaire anti-HER2,
’autre pour le réactif de contrdle négatif) ;
v Deux lames pour le test de la protéine LMP1 (I’une pour I’anticorps primaire

anti-LMP1, I’autre pour le réactif de contrdle négatif).
Les deux dernieres €tapes de 1’étude histologique, a savoir la coloration H.E et le montage, ne

sont pas effectuées pour les huit lames destinées a 1’étude immunohistochimique. Les coupes

destinées a I’immunohistochimie doivent étre étalées sur des lames silanisées (prétraitées),
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c'est-a-dire recouvertes d’un adhésif performant (enduites de poly-lysine). La finesse des

coupes (2 a 3 microns) favorise une meilleure adhérence (BALATON et al., 1999).

L’évaluation du statut des récepteurs hormonaux (RE, RP), de I’oncogéne HER2 et de
I’expression potentielle de I’'LMP1 chez les trente patientes a été réalisée par la technique
d’immunohistochimie (IHC) (Kit DAKO). L’THC est la technique la mieux adaptée aux tissus
fixés et inclus en paraffine.

Les huit lames destinées a I’IHC sont traitées de la méme maniére, mais avec les réactifs inclus
dans le kit de I’hercepTest pour ’HER2, ceux inclus dans le kit des récepteurs hormonaux pour
le RE et le RP et ceux inclus dans le kit EBV IR753 pour LMPL1.

Dans les trois cas, les étapes clés de I’IHC

sont : https://www.agilent.com/cs/library/packageinsert/public/105435005.PDF.

2-1-3-1 Déparaffinage et réhydratation

Le déparaffinage consiste en ’incubation des lames dans une étuve a 37°C pendant 24 heures.
Elles passeront par la suite dans une batterie contenant du xyléne (2 fois 5 minutes), de 1’alcool
a concentrations décroissantes (1007, 907, 70%) (3 minutes chacun) et de I’eau distillée (30
secondes). Le passage dans cette batterie permet de se débarrasser de la paraffine, de réhydrater

et de bien nettoyer le tissu.

2-1-3-2 Démasquage a la chaleur (restauration de 1’épitope)

Aprés déparaffinage, les lames sont placées dans un portoir qui est transféré dans un bac de la
solution de démasquage (tampon de citrate a pH=6) puis chauffées a 95-97°C pendant 30 a 40
minutes. L’intérét de cette étape est de rompre les liaisons moléculaires crées par le fixateur et
donc de restaurer les déterminants antigéniques qui ont été masqués par la fixation au formol.
On laisse les lames refroidir sur la paillasse pendant 20 minutes. On transfére le portoir dans
deux bacs successifs d’eau distillée et un bac de tampon de lavage pendant 5 minutes chacun,

le but étant d’¢éliminer toute trace de la solution de démasquage.
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2-1-3-3-Réduction des bruits de fond

On place les lames dans un bac contenant le réactif de blocage de la peroxydase (solution
contenant du peroxyde d’hydrogéne H202 & 3%) pendant 5 minutes pour un blocage des
peroxydases endogenes afin d’éviter le bruit de fond. On rince les lames a I’eau distillée, puis
on les fait passer dans un bain contenant du tampon de lavage PBS (Phosphate Buffred Saline
pH 7.4) pendant 5 minutes afin d’éliminer I’H20,. On délimite les zones sur lesquelles nous

appliquerons 1’anticorps primaire avec un DAKOpen qui empéche les anticorps de diffuser.

2-1-3-4- Anticorps primaire / Réactif de contréle négatif :
(Anticorps monoclonal de souris anti-RH humains), (anticorps de lapin anti-HER2 humain) et
(Anticorps monoclonal de souris anti-LMP1 CS1-4.

On dispose les lames dans un plateau avec compresses imbibées d’eau et on recouvre
I’échantillon de trois gouttes (100 ul) d’anticorps primaire Anti-RE ou Anti-RP ou anti-HER2
ou encore anticorps anti-LMP1 avec une micropipette de facon a immerger la zone
préalablement entourée par le DAKOpen. Les quatre autres lames seront testées par les réactifs
de contrdle négatifs fournis dans le kit. On laisse incuber pendant 30 minutes a 1’air libre. On
égoutte les lames et on les fait passer dans deux bains de tampon de lavage successifs pendant

5 minutes chacun.

2-1-3-5- Anticorps secondaire (Réactif de visualisation)

On applique la solution d’anticorps secondaire (100 pl) sur les lames de la méme fagon
que I’anticorps primaire et on laisse incuber pendant 30 minutes a température ambiante. On
rince dans deux bains successifs de tampon de lavage. La nature de cette solution d’anticorps
est un mélange composé :

- De dextrane couplé a la peroxydase de raifort et des molécules d'anticorps secondaires
caprins diriges contre les immunoglobulines de souris dans le cas des RH ;

- De dextrane couplé a la peroxydase de raifort et des molécules d'anticorps secondaires
caprins dirigés contre les immunoglobulines de lapin dans le cas de ’HER?2 ;

- De dextrane couplé a la peroxydase de raifort et des molécules d'anticorps secondaires

caprins dirigés contre les immunoglobulines de souris dans le cas de LMP1.
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2-1-3-6- Révélation (solution de substrat chromogene DAB)

On verse sur les lames quelques gouttes de solution tampon substrat qui contient du
peroxyde d’hydrogéne. On verse une a trois gouttes de la solution chromogéne DAB
(tétrahydrochlorure de 3,3-diaminobenzidine), le DAB est donc le substrat chromogéne de la

peroxydase. On incube pendant 10 minutes puis les lames sont rincées a 1’eau distillée.

2-1-3-7- Contre coloration (coloration contraste par 1’hématoxyline)
Elle est réalisée a I’hématoxyline de Mayer qui colore intensément les noyaux en bleu
violacé mais aussi les cytoplasmes et le tissu de soutien (de fagon moins intense).
Pour ce :
- On immerge les lames dans un bain d’hématoxyline de Mayer pendant 1 a 5 minutes,
en fonction de la concentration de ’hématoxyline utilisé ;
- Onrince les lames dans de ’eau distillée ;
- On fait passer les lames dans un bain d’alcool puis de xyléne pour la décoloration des

cytoplasmes et tissu conjonctif.

2-1-3-8- Montage des lames
Le montage lames-lamelles est réalisé de la méme fagcon que celle préalablement décrite

dans 1’¢étude histologique.

- Lecture des résultats

1 Lecture des résultats de la coloration hématoxyline-éosine

La double coloration hématoxyline-éosine aboutit a la coloration des différents éléments
cellulaires :
- Les noyaux seront colorés en bleu violacé ;
- Le cytoplasme en rouge ;
- Le collagéne en rose pale.
La visualisation des résultats se fait par le microscope optique a des grossissements croissants
(40, 100, 400).

2 Lecture des résultats de ’immunohistochimie
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La révélation du complexe antigéne/anticorps se fait par une réaction immuno-

enzymatique qui consiste a faire agir la peroxydase de Raifort avec son substrat (peroxyde
d’hydrogene). La réaction est révélée par un chromogéne donneur de proton (DAB
tétrahydrochlorure de 3,3-diaminobenzidine) qui est incolore et soluble a 1’état réduit et qui se
colore en brun et devient insoluble lorsqu’il est oxydé (H202 + 2 DH --> 2 H,0 + 2 D).
En bref, la conversion enzymatique du DAB en présence du peroxyde d’hydrogéne donne un
précipité marron insoluble dans I’eau et les solvants organiques. Il marque en brun le site
d’interaction antigéne-anticorps (Figure N°27). La réaction est évaluable par microscopie
optique au faible grossissement (Gx40) puis le score est confirmé au fort grossissement
(Gx1000).

H202

produit= DAB oxydé de
couleur brune

il
L
il
Ag
(RE,RP,HER2)

Figure N° 27 : Réaction immuno-enzymatique catalysée par la peroxydase de Raifort.

La contre coloration (coloration contraste) a I’hématoxyline aboutit a une coloration bleue des

noyaux.

e Lecture des résultats des récepteurs hormonaux
L’évaluation des lames se fait par un microscope optique, nous avons sollicité 1’aide d’un
médecin anatomo-pathologiste.
Suite a la coloration contraste, on obtient des noyaux bleus (négatifs) et des noyaux marron

(positifs), donc seul le marquage nucléaire est pris en considération.
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Il est impératif d’examiner toutes les cellules tumorales de la lame, tout en prenant en
considération des cellules intactes (témoin interne) pour l’interprétation des résultats de
coloration.

La lecture se fait selon le score d’ Allred qui associe de maniére semi-quantitative le pourcentage
de cellules marquées (varie entre 0 et 5) et I’intensité de marquage (varie entre 0 et 3). Ainsi,
un score de proportion (SP) et un score d’intensité (SI) sont définis et le score total (ST) est
calculé par I’addition de (SP) et de (SI). Ce (ST) représente le score de Allred qui varie entre 0
et 8 (Figure N° 28).

Le score est considéré comme positif s’il est supérieur ou égal a 3, c’est a dire que le seuil de
positivité est de 10% de cellules marquées quelle que soit 1’intensité.

Il n’existe pas de consensus international sur la valeur du seuil. Le choix de 10% est justifié par

le fait qu’il a été utilisé par plusieurs études avec corrélation clinique et présente une bonne

reproductibilité (MAC GROGAN et al., 1996).

A Score de proportion (SP):

5 1
(- de 1%) (1410 %) (11a33%)(34 466 %) (674100 %)

B Score d'intensité

0 =Neégatif 1 =Faible 2= Modéré 3= Fort

Score d'Allred ST = SP+SI (0 a 8).

Figure N°28 : Méthode de scoring selon Allred (COLLINS et al., 2005)

e Lecture des résultats de I’oncogene HER2
L’THC est reconnue comme la technique de référence pour déterminer le statut de HER2 dans

les cancers du sein (PENAULT-LLORCA et al., 2002).
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L’¢évaluation des lames se fait par le pathologiste a I’aide d’un microscope optique. C’est une
technique qui differe 1égérement de I'IHC courante car a ce niveau, il s’agit de mettre en
évidence une surexpression et non une expression basale du récepteur HER2 (BILOUS et al.,
2003).

Le signal immunohistochimique de ’HER2 est un marquage membranaire brun, en maille de
filet, intense et complet des cellules tumorales. Seul le statut des cellules carcinomateuses
infiltrantes doit étre pris en considération. La coloration cytoplasmique doit étre considérée
comme une coloration non spécifique et ne doit pas étre incluse dans 1’évaluation de I’intensité
de coloration de la membrane. L. immuno-marquage est évalué en utilisant 1’échelle présentée

dans le tableau V. Le résultat de cette évaluation aboutit a des scores de 0 a 3+.

Tableau IV : Grille d’évaluation de I’intensité de la coloration par IHC (PENAULT-LLORCA
et al., 2002)

Score Marquage Interprétation Indication therapeutique
anti-HER2 (Herceptine)
Absence de marquage ou présence de
0 marquage membranaire <10% des Négatif Non
cellules invasives.
Marquage membranaire faible et
1+ incomplet >10% des cellules Négatif Non
invasives (Figure N° 43).
Marquage membranaire faible ou
modéré et complet> 10% des cellules

. . . Oui ou Non selon 1’apres-
2+ invasivesou Marquage membranaire

fort et complet < 30% des cellules Cas douteux controle.
invasives (Figure N°29).
Marquage membranaire fort et
3+  complet > 30% des cellules invasives Positif Oui

(Figure N° 42).

Les cas douteux (2+) peuvent étre contrdlés par les techniques d’hybridation in situ, telles que

la FISH qui consiste en I’hybridation de I’ADN tumoral avec des sondes fluorescentes, le but
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¢tant de détecter I’amplification du geéne. En effet, les acides nucléiques, moins sensibles a la
fixation que les épitopes antigéniques, permettent de controler les cas 2+ douteux de I'IHC. De
plus, les dernieres recommandations de 2018 (mise a jour) ne definissent plus que 2 catégories
(positif ou négatif) selon le score obtenu (WOLFF et al., 2018).

Figure N°29 : Microphotographie d’un amas de cellules tumorales HER2 douteux (score 2-+)
montrant un marquage faible mais complet (fleche) au faible et au fort grossissement (lame

hors-série).

e Lecture des résultats de I’expression de la protéine LMP1

Dans le cas de la protéine LMP1 d’EBV, la coloration nucléaire avec ’anticorps LMP1,
indépendamment de 1’intensité de la coloration et du pourcentage de cellules colorées a été

considérée comme une expression positive a LMP1.

1-2-2 Méthodes statistiques

¢ Recueil des données
Les résultats anatomopathologiques des trente patientes, utilisés pour notre étude
statistigue ont été obtenus suite aux analyses macroscopiques, histologiques,
immunohistochimiques puis microscopiques que nous avons réalisé en collaboration avec le

médecin anatomopathologiste. Ces résultats sont présentés dans I’annexe V.

e Analyse statistique
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L’analyse statistique des résultats de nos trente patientes (étude prospective) s’est
déroulée en deux temps :
- La premiere étape a consisté en une éetude descriptive des variables de notre
population :

v Localisation de la tumeur et facteurs pronostiques classiques (age, type
histologique, taille de la tumeur «stade T du TNM », envahissement
ganglionnaire « stade N du TNM », statut métastatique « stade M du TNM »,
grade SBR) ;

v Expression des récepteurs hormonaux et score de ’'HER2.

v Expression de 1’oncoprotéine LMP1 ;

- La deuxiéme étape consiste en une étude analytique qui repose sur la recherche

d’associations et de corrélations entre les diverses données anatomo-pathologiques.

- Fiabilité des resultats
Vu que la fiabilité des résultats repose sur des regles de bonnes pratiques techniques, nous avons
traité nos trente échantillons en respectant rigoureusement un protocole optimisé. Dans notre
évaluation immunohistochimique, nous avons suivi les consignes pratiques du guide DAKO
des RH, de LMP1 et de I’hercepTest. Nous avons systématiquement utilisé des témoins internes
ainsi que les témoins externes fournis par les kits DAKO. Ces témoins permettent d’assurer la

qualité de la technique immunohistochimique.

-Témoin interne (Glande non tumorale) : I’échantillon a analyser doit inclure du tissu
mammaire non tumoral. Le prélévement de ce témoin interne se fait a I’interface entre la tumeur
et le tissu environnant. Dans le cas des RH, c’est le marquage de ce témoin interne qui permettra
de valider la technique en cas de négativité de la composante carcinomateuse invasive car les
RE et RP sont exprimés par le tissu mammaire normal et représentent donc un bon témoin
interne positif (WALKER, 2008). Dans certains cas, il y a absence de marquage du témoin
interne, on suspecte alors des problemes techniques, mais cela peut également étre di a des
variations physiologiques (pré-ménopause). Dans le cas de I’THER2, le témoin interne ne doit
pas presenter de marquage membranaire complet (témoin negatif). Dans le cas de la protéine

LMP1, I’anticorps ne doit pas marquer le tissu sain.
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-Témoins externes (lames de contrdle) : dans le cas des RH, ce sont des lames de
contréle qui contiennent deux lignées cellulaires : pour le RE, I’une se colore avec 1’anticorps
anti RE et I’autre ne se colore pas. Pour le RP, I’une des lignées se colore avec 1’anticorps anti
RP I’autre ne se colore pas. Deux lames de contrdle doivent donc étre colorées a chaque

procédure.

Dans le cas de ’HER2, les lames de controle contiennent trois lignées cellulaires présentant des
intensités différentes (0, 1+, 3+). Il suffit de colorer une seule lame a chaque procédure.
L’évaluation des lignées cellulaires des lames de contrdle fournies par Dako indique la validité
du cycle de coloration. Les lames témoins doivent étre utilisées dans les deux mois car, au-dela,

leur réactivité devient aléatoire.

Dans le cas de la protéine LMP1, le témoin négatif utilisé est le FLEX Negative Control Mouse,
(link) IR7 et le témoin positif est un tissu de lymphome de Hodgkin déja testé positif pour
LMP1 dans notre laboratoire.

Dans notre service, il existe également des contréles internes réguliers en raison des différences
techniques (fixation, inclusion...etc.) qui dépendent de I’opérateur aboutissant a des résultats
pouvant avoir des variabilités significatives. Il est également recommandé de consulter les
consignes de contréle de qualité du College of American Pathologits (CAP) ou Certification

Program for Immunohistochemistry du document CLSI.

Cependant, notre étude présente également des points faibles, en particulier :

- Non réalisation des analyses en triplicate permettant une analyse statistique plus
cohérente ;

- Existence d’un risque d’obtention de faux positifs dans le cas de la détection d’une
expression basale d’HER2 et non de la surexpression (PENAULT-LLORCA et al.,
2002) ;

- L’absence de suivi des patientes rendant impossible I’estimation du taux de mortalité
ainsi que I’évolution de nos patientes suite aux thérapies ;

- L’impossibilité de réaliser une étude des facteurs de risque, en raison de I’absence de
certains renseignements sur les dossiers des malades tels que 1’age de la ménarche, I’age

de la premicre grossesse, 1’age de la ménopause...etc,
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2- Résultats et discussion

Le potentiel oncogénique d’EBV dans le cancer du sein présente toujours quelques
controverses. L’évaluation de 1’expression de la protéine virale LMP1 vise donc a prouver
I’implication de ’EBV dans ce type de cancer.

Ainsi, notre étude prospective a pour but de répondre a la question de départ en définissant les
intéréts pronostiques et thérapeutiques de certains facteurs d’une part et de prouver 1’association
EBV-cancer du sein d’autre part. Pour cela, nous avons traité deux parties : 1I’étude descriptive
des facteurs pronostiques, 1’expression de la protéine LMP1 d’EBV et 1’étude analytique qui
consiste en la détermination de relations et de corrélations des facteurs pronostiques entre eux

et avec la présence d’EBV.

- Description de I’étude prospective et analyse des résultats

Notre population est constituée de trente patientes présentant un carcinome mammaire
dont la premiere ligne de prise en charge ¢tait la réalisation d’une mastectomie. Notre effectif
¢tait majoritairement constitué¢ de femmes, cela s’explique par le fait que le sexe masculin n’est
concerné que dans 1% des cas (GLOBOCAN, 2012 ; INCa, 2016).

Nous avons utilisé I’immunohistochimie pour 1’évaluation du statut des RH, HER2 et de
I’expression de la protéine LMP1. Notre lecture et interprétation des résultats répondent aux
criteres recommandeés par la majorité des auteurs.

Nous allons présenter puis commenter nos résultats et discuter leur fiabilité en précisant les
points forts (assurance qualité) et les limites de notre étude. Nous allons également comparer
nos résultats a ceux de la littérature, tout en tentant d’expliquer les causes des éventuelles

divergences qui pourront surgir de cette étude.

2-1-Etude descriptive

L’étude descriptive a pour but d’évaluer les diverses variables de notre population : les

caractéristiques de la tumeur, les facteurs pronostiques et la présence ou I’absence d’EBV.
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2-1-1-Localisation de la tumeur

Dans notre etude, 70% des tumeurs ont été retrouvées dans le sein gauche (21 cas) contre
30% dans le sein droit (09 patientes) (FigureN°30).

mSD
mSG

Figure N° 30 : Répartition des tumeurs (Sein droit (SD), Sein gauche (SG)).

Notre résultat avec une localisation fréquente dans le sein gauche a également été retrouvé dans
plusieurs autres études, notamment des études maliennes telles que celle de LUTULA (2008)
qui trouve un pourcentage de 53,13%, I’étude de KEITA (2005) qui note 52% de seins gauches
atteints et 1’étude de FOUHI et al., (2020) qui note un pourcentage de 50,2%.

Notre résultat se rapproche beaucoup plus mais reste supérieur a celui de I’é¢tude de DIALLO
(2006) avec 60,4% de tumeurs localisées dans le sein gauche ainsi qu’a 1’étude de WELE (1998)
qui retrouve un pourcentage de 64,9%. Cependant, 1’étude de MANSOURI (2017) a Marrakech
présente un résultat différent du ndtre avec une prédominance des tumeurs dans le sein droit.
Cette localisation fréquente des tumeurs dans le sein gauche peut étre expliquée par I’hypothese
des habitudes neurocomportementales d’allaitement (SANCHEZ et al., 2004). En effet, ce
dernier est un facteur différenciant des cellules mammaires. Les lobules continuent donc a se
différencier méme apreés la grossesse perdant alors leur capacité proliférative. De plus, il existe
aujourd’hui des données probantes qui démontrent un risque a vie 26% plus faible lorsque la

femme passe au moins 12 mois a allaiter ses enfants (HOYT-AUSTIN et al., 2020).

Dans notre série, aucun cas d’atteinte bilatérale n’a été retrouvé, ce qui concorde avec les

données de la littérature qui stipulent que seuls 1 a 2 % des cas présentent simultanément un
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cancer des deux cotés (MANSOURI, 2017). Certaines séries ont confirmé cette information
telle que 1’¢tude de KEITA réalisée en 2005, I’atteinte des deux seins est en effet représentée

par un pourcentage de 1,4%.

2-1-2 Facteurs pronostiques classiques

2-1-2-1 Age des patients

L’age de nos patientes varie entre 27 et 74 ans avec une moyenne d’age de 49 ans. La tranche
d’age la plus touchée est celle des patientes agées entre 40 et 59 ans, elle représente plus de
70% des cas de notre échantillon. En effet, la tranche d’age la plus représentée est celle de 40 a
49 ans (47%), suivie de la tranche 50-59 avec un pourcentage de 27%. (Figure N° 31)

50,00% 4e.86%
7 o ]
40,00% -
30,00% - 26,66%
20,00% -
10% 10%
10,00% | 3,33% . . 3,33%
0,00% T T T T T T
20-29 ans 30-39 ans 40-49 ans 50-59 ans 60-69 ans 70-79 ans

Figure N° 31 : Répartition des patientes par tranche d’age.

Dans notre série, la moyenne d’age des patientes est de 49 ans, un age trés proche de celui
estimé dans la wilaya de Sétif qui est de 50,2 ans (BENDIB, 2023) ainsi que les moyennes
estimées dans les pays maghrébins tel que la Tunisie, 50 ans (KHANFIR et al., 2006), le Maroc
avec une moyenne de 48,1 ans a Casablanca (EL FOUHI et al., 2020), 50,7 ans & Rabat (TAZI
etal., 2013), 51,6 ans a Marrakech (MANSOURI, 2017). L’age moyen que nous avons obtenu
reste tout de méme relativement inférieur a celui observé en France (STAUB et al., 2007).

Cependant, ce résultat ne concorde ni avec les dernieres données du registre du cancer de la
wilaya de Tizi-Ouzou, ni avec les données nationales. Toutes deux enregistrent une forte hausse

des cas de cancer du sein chez la femme jeune (inférieure a 35 ans).

69



Nos résultats révelent également que la tranche d’age la plus touchée est celle des patientes
agées entre 40 et 49 ans avec 14 cas sur trente soit un pourcentage de 47%. Ce résultat concorde
avec celui d’une étude Malienne (DIALLO, 2007 ; ZAKI et al., 2013).

Les tranches d’age les moins représentées sont celles des patientes agées entre 20 et 29 et entre
70 et 79 ans avec un seul cas pour chacune des deux. Le taux réduit de femmes agées qui
consultent pour un cancer du sein suspect, en plus de 1’espérance de vie Algérienne qui ne
dépasse pas les 70 a 80 ans expliquent notre résultat de 3% qui représente la tranche d’age entre

70 et 79 ans.

Dans notre étude, aucune patiente de moins de 20 ans n’a été retrouvée. Il est a noter que le
cancer du sein de la femme jeune est de plus mauvais pronostic. Le seuil de 35 ans a été fixé
par un consensus international. Ainsi, un cancer du sein qui atteint une femme d’age inférieur
a 35 ans est toujours de pronostic défavorable méme apres prise en compte des autres facteurs
pronostiques (KEEGAN et al., 2012). De plus, le taux de récidive locale et de survie globale
sont moins favorables 10 ans aprés le diagnostic dans la tranche d’age sus-décrite,
comparativement aux femmes agées de 46 ans et plus. Dans I’étude en question, les patientes
de moins de 35 ans ont obtenu un taux de survie global de 10 ans moins favorable (73%) que
les femmes plus agees (75%) (BILLENA et al., 2020).

2-1-2-2 Sexe
Dans notre série, le sexe masculin est représenté par un seul patient sur trente, soit un
pourcentage de 3,33% (figure N°32).

3,33%

EM EF

Figure N°32 : Répartition des patients selon le sexe.
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Le cancer du sein est un cancer féminin, le faible pourcentage que nous avons noté (représente
par un seul cas), rejoint les résultats de la plupart des auteurs. L’é¢tude Malienne de TRAORE

(2008) en fait partie, elle note 1,5% d’hommes atteints, FOUHI et al., (2020) ont trouvé 0,9 %.

Cette rareté chez I’homme peut étre expliquée par le caractére atrophique de la glande
mammaire, la finesse des canaux galactophores, I’absence d’acini et I’abondance du tissu
fibreux (COULIBALY, 2006).

Selon les résultats des recherches actuelles, le principal facteur éthologique chez I’homme

demeure la gynécomastie.

2-1-2-3 Type histologique

Dans notre série, 77% de nos patientes présentent un CCI de 10%, un CLI d’environ 7% un
carcinome bifocal et seul 3,33% de patientes présente un CC In situ et un carcinome mucineux
(Figure N°33).
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Figure N°33 : Reépartition selon le type histologique.

Le type histologique majoritaire et largement dominant est le carcinome canalaire invasif
(infiltrant) retrouvé dans 77% des cas (23 patients). Ce résultat est en accord avec 1’étude de
FOUHI et al., (2020) qui observe 73,2% de CCI.

Notre résultat est €galement proche mais un peu plus bas que celui obtenu dans 1’étude francaise
réalisée par CECILE en 2015 qui a noté un pourcentage de 82%, de 1’étude Iranienne de
MOHAMMADIZADEH et al., (2014) qui trouve un pourcentage de 96,3% et de 1’¢tude
Marocaine de HAMMAS (2009) avec un pourcentage de 86%.
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Dans notre série, le carcinome lobulaire infiltrant est retrouvé dans 10% des cas, tout
comme 1’é¢tude CECILE de 2015 ou il est représenté par 14%, des résultats qui sont donc
relativement proches. Dans la littérature, ce type spécial de carcinome mammaire est représenté
jusqu’a 15% de tous les cas de cancer du sein et est connu pour son schéma de croissance
discohésive li¢ a I’absence de fonction E-Cadhérine. C’est un type histologique qui en général,

est caractérisé par la positivité des RH et la négativité de ’'HER2 (Mc CART REED et al.,
2021).

Ces types rares, tels que les carcinomes bifocal, in situ et mucineux qui ont une meilleure survie,
sont représentés tous les trois dans notre série par un pourcentage de 13,32%. Un résultat qui
reste tout de méme élevé par rapport aux 4 % noté dans 1’étude CECILE de 2015, bien que le
pourcentage de carcinome mucineux qui est représenté par 3,33 % concorde avec la littérature

qui suggere un pourcentage de 4% de ’ensemble des cancers invasifs du sein avec un taux de
survie de 90% a 10 ans (LEI et al., 2016).

2-1-2-4 Taille tumorale « stade T du TNM »

La taille tumorale constitue un facteur pronostique important. Cette derniére est évaluée chez
les trente patients que nous avons suivis. Les stades Tx, To ainsi que T4 n’ont pas été retrouvés

dans notre série. 60% de nos patients présentent des tumeurs en stade T2, 26,66% en stade T1
et seulement 13,33% en stade T3 (Figure N° 34).
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20%
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Figure N° 34 : Répartition selon la taille T du TNM.
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L’absence de stade Tx dans notre série concorde avec le résultat de WELE (1998) et
KEITA (2005). Cependant, il discorde avec celui de (MARTY et al., 1992) qui trouve 1,7 %
de patients présentant des tumeurs non évaluables. Nous n’avons ¢galement pas trouvé de
patients présentant des tumeurs de stade TO et ce, tout comme dans 1’étude de KEITA (2005),
de DIALLO (2007), de LUTULA (2008) et de KOUALI (2017) qui n’ont pas eu de malades
qui soient vues au stade To, alors que la série Européenne de MARTY et al., (1992) présente
des malades a ce stade avec un taux de 5,4%.

L’existence de cas TO dans 1’étude Européenne qui a eu lieu en 1992 et leur absence dans les
études Maliennes effectuées en 2005 pour KEITA et 2007 pour DIALLO ou encore 1’étude
Marocaine de KOUALI de 2017 ainsi que dans notre étude, témoigne d’un manque de moyens
de dépistage par rapport a I’Europe, du manque d’information de nos patientes, d’un grand
retard de consultation qui aboutit a un dépistage tardif qui, malheureusement, peut conduire a

une fin fatale.

La taille tumorale majoritairement représentée dans notre échantillon est T2 (2 cm < tumeur <
5 cm) avec 18 cas sur 30 soit un pourcentage de 60% ce qui concorde avec le résultat de 1’étude
Sétifienne qui note une majorité de stade T2 a hauteur de 50,9% (BENDIB, 2023).

Le résultat de I’étude Frangaise de MARTY et al., (1992) se rapproche mais reste tout de méme
inferieur au ndtre avec un pourcentage de 45,5%, celui de I’étude Marocaine quant a lui est de
50% (KOUALLI, 2017).

Il est a noté que dans les cancers du sein métastatiques, la petite taille tumorale T1, T2 (<5cm)
n’est pas forcement inversement corrélée a la mortalité spécifique au cancer du sein. Cette
derniére ne diminue pas parallélement a la taille tumorale (ZHENG et al., 2020).

Plusieurs études ont noté des résultats avec une prédominance du stade T3 notamment, 1’étude
de KEITA (2005) avec 48%, 1I’é¢tude de DIALLO (2007) avec 60,9%, I’étude de LUTULA
(2008) (75,8%) et I’é¢tude de COULIBALY (2009) avec 49,4%, alors que dans notre étude seul
13,33% des patientes présentent des tumeurs de stade T3. La prédominance de ce stade peut
étre expliquée par le fait que les patients sont consultés tardivement et par I’absence de

dépistage systématique dans les pays en voie de développement.

Le taux de patientes présentant des tumeurs avec extensions, c'est-a-dire en stade T4 est de 0%
dans notre série joignant ainsi, le résultat observé sur la série Marocaine de KOUALI (2017).
Alors que plusieurs études ont eu des patientes en stade T4, a différentes proportions.
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Notamment, 1’étude de DIALLO (2007) qui ne note que 6,5% et la série de WELE (1998) ou
le stade T4 s’¢léve a 57,3% de cas. Nous pouvons conclure probablement a une 1égere avancée
en termes de depistage ces derniéres années, en particulier dans les pays en voie de

développement.

2-1-2-5 Envahissement ganglionnaire « stade N du TNM »

Le principal caractére pris en compte pour prédire 1’agressivité et I’évolution d’un cancer est
’atteinte ganglionnaire locorégionale qui constitue le mode métastatique le plus fréquent. Le
stade N a été évalué chez la totalité de nos patientes. Il a été négatif (No) chez 13 patientes
(43%) et positif (N+) chez 17 patientes soit un pourcentage de 57% (Figure N° 35).

= NO

BN+

Figure N° 35 : Répartition selon I’atteinte des ganglions.

Ces résultats discordent avec ceux de la majorité des études qui, de maniére générale, notent
environ 20% des cas au stade No contre 80% au stade N+. En effet, 1’étude Malienne de THIAM
(2003) note 20,9% de stade No contre 79,1% de stade N+. KEITA (2005) et DIALLO (2007)
aboutissent a des résultats identiques avec 20% de stades No et 80% de stades N+. Leurs
résultats se rapprochent également de ceux de THIAM (2003) et de LUTULA (2008). Des
études Marocaines effectuées plus récemment ont abouti a des pourcentages de N+ encore plus
bas que le n6tre, 30% par (KOUALLI, 2017) et 35,7 % par FOUHI et al., (2020).

La discordance de nos résultats avec ceux de la littérature peut étre expliquée par une prise de
conscience de nos patientes due a une forte augmentation du taux de cancer du sein dans notre
wilaya ou bien, suite a de bonnes sensibilisations effectuées par les diverses associations d’aide
telle que 1’association EL FADIJR, aboutissant a une augmentation des consultations de
dépistage. Par conséquent, les patientes de nos jours découvrent leur maladie a un stade plus

précoce notamment avant une atteinte des ganglions par les métastases.
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Dans notre série, 57% des patientes sont au stade N+ contre 43% au stade No. Sur les 57% de
patientes présentant des métastases ganglionnaires (N+), 41% sont au stade N1 (07 cas), 41%
au stade N2 (07 cas) et seulement 17% au stade N3 (03 cas) (Figure N°36). Ces résultats
confirment notre hypothese de meilleure prise en charge de nos patientes en termes de
dépistage. Cependant, un retour en arriére sera forcément observé si on prenait une série de
patientes suivie pendant la pandémie de la covid19. Cette derniére a provoqué un retard de
consultation, de diagnostic et d’initiation du traitement. En effet, une étude américaine 1’a
clairement prouvé avec un retard moyen d’initiation du traitement de 32 jours dans le cas du

cancer du sein, suivi par un taux de mortalité & 5 et 10 ans qui augmente significativement selon
le stade du cancer (CONE et al., 2020).
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Figure N°36 : Répartition des ganglions positifs selon le stade N du TNM

Nos résultats concordent avec la littérature notamment avec 1’étude de KEITA (2005) et celle
de DIALLO (2007) qui notent respectivement 54,41% et 90% au stade N1, 41,17% et 7,5% au
stade N2 et 4,41 et 2,5% en stade N3. Ces résultats sont différents entre eux et des nétres mais

se ressemblent du fait que tous sont relativement décroissants.

Seule I’étude Malienne de THIAM (2003) discorde avec ce raisonnement. En effet, ce dernier
note une majorité de stade N3 (10 patientes sur 43 soit 23,3%).

2-1-2-6 Statut métastatique « stade M du TNM »
Le statut M du TNM représente la localisation secondaire des métastases c'est-a-dire en dehors

des métastases ganglionnaires représentées par le statut N. L’évaluation des métastases a

distance est un facteur pronostique et signe d’un cancer évolué.
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La majorité des patientes formant notre échantillon est classée en stade My 93,33% soit 28
malades. En effet, les métastases de ses derniéres n’ont pas pu étre classées par manque de
renseignements. Seules 2 malades ne présentent pas du tout de métastases a distance MO

(6,66%) et aucune malade n’est classée en stade M+ (Figure N°37).
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Figure N°37 : Repartition selon le statut métastasique.

L’absence de renseignements permettant de classer les métastases de nos patients (Mx)
représenté par 93,33% fait que nos résultats discordent fortement avec ceux de la littérature. En
effet les deux études marocaines HAMMAS (2009) et LAMRAHI (2011) qui ne notent aucune
patiente en stade Mx, s’accordent sur un pourcentage majoritaire de stade MO, avec
respectivement 87,3% et 95% contre seulement 12,7% et 05%, alors que dans notre série, seule
6,66% de patientes ont été observées en stade MO et aucune patiente ne présente des métastases

bien objectivées M+.

2-1-2-7 Grade SBR

Le grade SBR est un facteur de pronostic indépendant de la taille et de 1I’état des
ganglions. En effet, il tient compte de trois criteres (degré de différenciation, anisonucléose et
activité mitotique). Mais, bien que beaucoup d’études aient confirmé sa signification
pronostique, la variabilité inter-observateurs et la petite part de subjectivité avec laquelle sont
attribuées les notes des trois critéres, demeurent un souci important qui fait que le grading SBR

n’est pas un facteur pronostique fort.
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Le grading a ¢été effectué pour I’ensemble de nos patientes. Le grade SBR majoritairement
retrouve est le grade 1l avec 90% de cas (27 patientes), suivi du grade | avec 6,66% des cas
(02patientes) et enfin du grade 111 avec 3,33% (1 patiente) (Figure N° 38).

90%.

90,00% -
80,00% -
70,00% -
60,00% -
50,00% -
40,00% -
30,00% -
20,00% - 6,66%
10,00% -
0,00%

3,33%

SBR SBR I SBRII

Figure N° 38 : Répartition selon le grade SBR.

Dans notre série, on note une nette prédominance du grade 11, ce qui concorde avec plusieurs
données de la littérature. Notamment, 1’étude de BENDIB (2023) avec un pourcentage de 80%,
I’étude ENGELS et al (2014) avec un pourcentage 47,9% de patientes en grade II et 1’étude
FOUHI et al., (2020) avec 55,9 %,

Nos résultats restent tout de méme discordants avec ceux retrouvés dans certaines études ayant
montré une plus forte prédominance du grade | (BROET et al., 1998) ou du grade 11 (MINK
etal., 1994).

2-1-3 Nouveaux facteurs pronostiques

2-1-3-1 Expression des récepteurs hormonaux

La détection des RH joue un role capital dans le choix du traitement (facteur pronostique). La
détermination de la valeur de ces récepteurs joue un réle dans la prédiction de la réponse a
I’hormonothérapie (facteur prédictif) (TREILLEUX et al., 2002). Cependant, la valeur

pronostique indépendante des RH reste diversement appréciée dans la littérature (HAMMAS,
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2009). Les résultats des RH sont évalués par le score d’Allred. Seul le marquage nucléaire est

pris en considération avec un seuil de positivité de 10% (Figure N° 39).

Figure N°39 : Microphotographie d’un amas de cellules tumorales RE- avec un témoin

interne positif (fleche) au grossissement x40.

- Expression des RE

L’évaluation de la valeur pronostique indépendante des RE est difficile. En effet, I’expression
des RE est souvent associée a des facteurs de bon pronostiqgue comme un faible grade, un age
avancé...etc. De plus, les patientes RE+ bénéficient d’'une hormonothérapie si régulicre qu’il
est difficile d’évaluer le pronostic en dehors de I’influence du traitement (ESTEVA et al.,
2004). 11 est a noter que la surexpression du REa est un facteur pronostique et prédictif bien
établi. Cependant, la signification pronostique du RE n’est pas bien définie (SPEIRS et al.,
2000).

Dans notre série, 22 patientes soit 73,33% expriment le RE, ce qui est proche du taux de 60%
a 70% de la littérature. Donc, seuls 26,66% (8 cas sur 30) sont RE- (Figure N° 40).

80,00% - 73,33%
60,00% -
40,00% - 26,66%
20,00% -
0,00%
RE- RE+
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Figure N° 40 : Répartition des cas selon I'expression des RE.

Nos résultats sont plus élevés que ceux obtenus dans les études telles que 1’étude
Tunisienne de AYADI et al., (2008) qui notent un pourcentage de positivité ne dépassant pas
59,4%, I’étude Jordanienne d’ALMASRI et al., (2005) qui notent un pourcentage de positivité
encore plus bas 53%. L’étude d’ANDERSON et al., (2001) et I’étude Chinoise de CHOW et
al., (2000) trouvent également des taux d’expression plus bas que les nétres. Cependant, nos
résultats concordent avec des études Francaises telles que celle réalisée par VINCENT-
SALOMON et al., (2003) qui notent 68% de RE+, ainsi qu’avec I’étude de VILLAIN et
al.,(1997) qui note un pourcentage de 70%.

- Expression du récepteur a la progestérone
21 patientes sur 30 (70%) présentent un profil RP+ contre 30% (09 cas) présentant un profil
RP- (Figure N° 41).

70%
60% -
50% -
40% 0
30% -
20% -
10% -
0%

RP- RP+

Figure N°41 : Repartition des cas selon I'expression des RP.

70% de nos patientes expriment le RP, ce qui rejoint le taux de 60 a 70% de la littérature. Les
cas RP- sont au nombre de 09 sur 30 soit un pourcentage de 30%. Nos résultats se rapprochent
fortement de ceux de I’étude Marocaine réalisée par HAMMAS en 2009. En effet, cette derniére
note 71,4% de RP+ contre 28,6% de RP-.

D’aprés ZAFRANI et al., (2007), les RP pourraient avoir une valeur pronostique plus forte que
les RE car les patientes qui expriment les RP ont un meilleur pronostic que les autres dont la
valeur du RE est moins importante. De plus, d’aprés TREILLEUX et al., (2002), la valeur des

RE est plus un marqueur de la vitesse de croissance de la tumeur que du risque métastasique.
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2-1-3-2 Expression de 1’oncogene HER2

Dans notre série, 20% de nos patientes expriment la protéine HER2 (score 3) (Figure
N° 42) contre 80% de patientes présentant un profil HER2 négatif (53,33% score 0 et 26,66%
score 1) (Figure N° 43) , nous n’avons pas eu de cas douteux score 2 (Figure N° 44). Dans ce
cas, il est recommandé de confirmer le score en refaisant la technique ou de procéder a des
techniques de biologie moléculaires (FISH : Hybridation fluorescente in situ, CISH:

Hybridation in situ colorimétrique).

Figure N°42 : Microphotographie d’un amas de cellules tumorales HER?2 positif (score 3+)
montrant un marquage fort et complet (fleche) au faible et au fort grossissement.

Figure N° 43 : Microphotographie d’un amas de cellules tumorales HER2 négatif (score 1+)
au faible et au fort grossissement.
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Figure N°44 : Répartition des cas selon le statut HER?2

Notre résultat concorde avec le taux de positivité de 20 a 30% mentionné dans la

littérature (PAULETTI et al., 2000). Il est également tres proche des 22% de positivité noté par
I’étude Algérienne de BENDIB (2023) et des 20,8% de surexpression notés par 1’étude Danoise
réalisée par RASSMUSSEN en 2008.
Notre pourcentage de positivité (20%) est Iégerement inférieur et discorde donc avec celui de
plusieurs études, telles que 1’étude Australienne de BILOUS et al., (2003) qui note 26% de
positivité, 1’étude Tunisienne de AYADI et al.,(2008) note également 26% d’HER2+, I’étude
Jordanienne d’ALMASRI et al., (2005) présente un pourcentage de positivité de 24%. L’étude
Marocaine de MANSOURI, réalisée en 2017 note un haut pourcentage de positivité qui s’éléve
a 87%, il est a noté que I’étude s’est beaucoup plus intéressée au cas HER2+ (MANSOURI,
2017).

Il est a noter que I’évaluation du statut HER2 présente un intérét thérapeutique. En effet,

les patientes présentant une surexpression de cet oncogene bénéficient d’une thérapie ciblée
basée sur un traitement avec la Trastuzumab (Herceptine). Il est également important de
connaitre le statut HER2 du fait que la surexpression est associée a une mauvaise réponse de
certaines molécules de chimiothérapie telles que les Doxorubicines, le Fluorouracil...etc.
Les patientes présentant des RH positifs doivent normalement bénéficier d’une
hormonothérapie. Cependant, lorsqu’ils présentent une surexpression de ’HER2, la thérapie
hormonale au tamoxiféene se révéle inefficace ou méme nuisible et nocive (MENARD et al.,
2000).
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La valeur pronostique indépendante de I’HER?2 a été difficile a établir car la majorité des études
étaient rétrospectives utilisant des méthodes d’évaluation différentes. Cependant, une multitude
d’études démontrent I’importance d’HER2 comme facteur pronostique. Selon OFFERSEN et
al., (2008), la surexpression d’HER2 est corrélée a un mauvais pronostic chez toutes les

patientes avec et sans métastases ganglionnaires.

2-1-3-3 Expression de la proté¢ine LMP1 d’EBV
La coloration nucléaire avec 1’anticorps LMP1, indépendamment de 1’intensité de la coloration
et du pourcentage de cellules colorées a été considérée comme une expression positive a LMP1

alors que le tissu adjacent sain est négatif a LMP1 (Figure N° 45)

Figure N°45 : Microphotographie d’un amas de cellules tumorales positives 8 LMP1

montrant une coloration nucléaire.

Dans notre série, 23,33% des carcinomes mammaires expriment la protéine LMP1 qui signe de
la présence du virus EBV, Le reste, soit 77% présente un profil LMP1 négatif (Figure N° 46).
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Figure N°46 : Répartition des cas selon le profil LMP1

Ce résultat de 23,33% de patientes présentant un carcinome mammaire avec présence d’EBV
(LMP1 détecté) est proche du 26% de positivité noté par 1’étude Jordanienne réalisée en 2013
par Monsieur KHABAZ. En effet, ce dernier a utilisé deux méthodes de détection :

- La PCR (apres extraction de ’ADN) a la recherche du génome viral avec les amorces
EBR2, BNLF1, EBNA2 et GP220 ou il note 26,08% de positivité sur les tissus tumoraux
contre seulement 6,12% de positivité au niveau des tissus seins ce qui présente une
différence statistiquement significative ;

- L’immunohistochimie a la recherche de ’expression de la protéine EBNAT1 ou il note
26% de positivité des tissus tumoraux mammaires avec une coloration nucléaire

granulaire.

L’¢tude de SHARIFPOUR et al, réalisée en 2019 sur des échantillons de tissus fixés au formol
et inclus en paraffine a également noté apres extraction de I’ADN et réalisation d’une PCR pour
la détection de I’ADN viral EBNA3 C, un pourcentage de positivité de 27,02% sur les tissus
tumoraux contre seulement 11,42% pour les témoins. Un résultat qui se rapproche donc du

notre.
Le méta analyse qui englobe 16 études (réalisées avec différentes techniques IHC, PCR,

hybridation in situ), sur un total de 1279 patients et 814 témoins suggére également que

I’infection a EBV est significativement associée a un carcinome du sein (JIN et al., 2019).
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L’étude de MOFRAD et al réalisée en 2020 quant a elle, note un pourcentage de positivité qui
ne dépasse pas les 6,7%. Un résultat treés inférieur au notre et a ceux de plusieurs études. L’étude
visait a détecter EBNA1 d’EBV apres extraction de I’ADN et réalisation d’'une PCR. Aucun
tissu témoin n’a été marqué et toutes les patientes chez qui ’EBV a été détecté (6,7%) avaient
des grades tumoraux élevés (II et IIT). Alors que 1’étude Libanaise de NAGI et al., de 2021

trouve un taux de présence d’EBV relativement élevé de 40%.

Ainsi, notre résultat confirme et élargie les rapports antérieurs qui notent des proportions
différentes de positivité d’EBV dans les carcinomes mammaires (27,77% par GHIMIJA et al
en 2017, 29,33% de la méta-analyse réalisée par HUO en 2012, 35% par PRECIADO et al en
2005, 46% par PERKINS et al en 2006.

Nous savons aujourd’hui que la coinfection par les oncovirus joue un role important dans
I’oncogenese humaine. Il serait donc important de s’intéresser a 1’avenir a I’interaction de ces
derniers et de leurs réles possibles dans la carcinogenése mammaire. Des recherches sur des
patients pakistanais ont révélé que la coinfection par ’EBV et les HPV a haut risque suggéraient
un possible effet carcinogéne synergique (NAUSHAD et al., 2017). L’étude de NAGI et son
équipe a €galement rapporté que I’HPV a haut risque et ’EBV sont coprésents dans 29% des
cas des de carcinomes mammaires étudiés. De plus cette coprésence est associée au grade
tumoral (NAGI et al., 2021).

D’autres rapports se sont révélés négatifs et n’ont pas pu prouver la présence d’EBV dans les
carcinomes mammaires (DADMANESH et al., 2002 ; KIJIMA et al., 2002 ; DESHPANDE et
al., 2002 et HERMANN et al., 2003).

La variabilité des résultats notés dans la littérature peut étre attribuable a la diversité des
techniques utilisées (IHC, PCR, ISH) pour la détection du virus, des différentes proteines qui
dérivent de I’EBV ou des acides nucléiques étudiés ou encore de 1’origine ethnique (GLASER
et al. 2017).

La variation épidémiologique et I’age de la premiére infection a ’EBV peuvent également jouer
un role (YASUI et al., 2001).

A la lumiére de ces données et de nos résultats, nous pouvons suggérer que EBV joue un role
dans I’oncogenése mammaire mais probablement pas en tant que facteur éthologique primaire.

Du fait qu’il ne soit pas détecté systématiquement dans toutes les cellules carcinomateuses

84



mammaires, bien que I’EBV soit connu pour étre un virus hit-and-run. En effet, méme dans les
cas de carcinomes nasopharyngés ou le role de ’EBV ne se discute plus et est bien documenté,
toutes les cellules tumorales ne sont pas colorées par I’anticorps (GLASER et al., 2004). De
plus I’expression de la protéine LMP1 par exemple, dépend du type de latence (latence II) et sa
négativité n’¢élimine pas la présence de ’EBV (KAFE et al., 1998).

Dans le cas du cancer du sein, il jouerait plutot le réle d’agent qui avec d’autres cofacteurs,
devient capable de modifier le comportement des cellules déja transformées, leurs conférant
ainsi un phénotype plus agressif (SHARAF et al. 2012), hypothése soutenue par le fait que
MURRAY et al., en 2003 ont remarqué que les cancers du sein EBV+ sont plus agressifs que
les autres cancers du sein. Plus récemment, d’autres auteurs ont rapporté que I’expression du
géne LMP1 est associé & un phénotype invasif (ABOULKASSIM et al., 2015). C’est ainsi que
nous nous sommes intéressés a I’étude des facteurs pronostiques connus du cancer du sein sur

des profils tumoraux exprimant I’EBV et plus exactement la protéine LMP1.

2-2 Etude analytique

Dans le but de déterminer les éventuelles associations entre les facteurs pronostiques et la
présence du virus EBV, nous avons réalisé des tests statistiques sur notre population en utilisant
le logiciel SPSS. Nous avons étudié nos variables deux a deux en réalisant deux types de test :
e Test exact de Fisher, tout en calculant le V de Cramer et le coefficient de contingence

au seuil 0=0,05.

e Test de corrélation de SPEARMAN avec une marge d’erreur a=0,05.

Avec les résultats notés sur cette méme population, nous avons tracé des histogrammes
comparatifs de I’expression de la protéine LMP1 qui note de la présence d’EBV, de I’expression
des RH et de la surexpression de I’HER2 en association avec les facteurs pronostiques
classiques tels que I’age, le grade SBR...etc.

Le but de cette démarche n’est pas de déterminer la valeur pronostique de chaque facteur
individuellement. En effet, il s’agit d’étudier leur association, leur valeur pronostique ainsi que
thérapeutique de maniére jumelée en prenant en considération 1’influence des uns sur les autres,
étant donné que la biologie du cancer ne se résume pas a une seule cause ou a un seul facteur,
bien au contraire, il s’agit d’'une maladie multifactorielle ou aujourd’hui, nous évaluons un

facteur viral.
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2-2-1 Etude de la relation RE-RP

Nous avons noté 1’existence d’une forte relation entre 1’expression du RE et I’expression du RP

avec une P value statistiquement significative et un V de Cramer de 0,757.

Nous avons egalement prouveé une correélation positive significative entre 1’expression de ces
deux récepteurs hormonaux avec un coefficient de corréelation de 0,757. Cette relation positive
et corrélation entre les RE et RP rejoint les résultats de plusieurs autres études telles que 1’étude
Jordanienne d’ALMASRI et al., (2005), ou encore 1’étude Tunisienne de AYADI et al., (2008).
En d’autres termes, les patientes RE+ sont généralement RP+ comme le démontre également

bien la figure N°47.

80%
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40%

20%

0%
RP+ RP-
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Figure N°47 : Corrélation des RH entre eux

Dans notre étude, nous avons noté 66,66% RE+/RP+ (figure N°47), un pourcentage plus élevé
que ceux trouvés dans d’autres études telles que celle de HAMMAS (2009) qui note 55%
RE+/RP+ ou celle d’ALMASRI et al., (2005) qui inscrit un pourcentage encore plus bas ne
dépassant pas 39,5%.

Nous n’avons obtenu qu’un pourcentage de 23,33 % de patientes sous un profil RE-/RP-, que
deux patientes présentant un profil RE+/RP- et une seule RE-/RP+ (figure 48). Cela est expliqué
par le fait que I’expression du RP est fortement dépendante de 1’expression des RE. RP est donc
rarement observé dans les tumeurs RE négatives et inversement, comme le démontre bien notre
test de Fisher et V de Cramer qui dépasse 0,70 prouvant ainsi une forte relation entre

I’expression de ces deux récepteurs.
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I1 est a noter qu’historiquement, I’analyse du RP a été effectuée afin d’évaluer I’intégrité de la
voie des RE quand la tumeur est rapportée RE-. Notre résultat concorde donc avec les données
de la littérature.

Il est clair que la positivité des RH est un facteur de bon pronostic puisque les patientes
bénéficieront d’une hormonothérapie. En effet, de trés nombreuses études ont mis en évidences
une étroite corrélation entre la présence de RH et la réponse a I’hormonothérapie ainsi qu’une
corrélation entre le taux de ces récepteurs et la durée de cette thérapie anticestrogenique
(BRETTES et al., 2007). Des auteurs ont également démontré que les tumeurs RE+/RP+
répondent beaucoup mieux a I’hormonothérapie que les tumeurs RE+/RP- (ELLEDGE et al.,
2000). L’intérét des RP dans le choix d’une thérapie hormonale est encore controversé. Nous

recommandons donc dans la pratique une prise en considération plus importante des RE.

Il est admis dans la littérature et prouvé dans notre série que RE et RP présentent une forte
relation. Nous avons alors voulu étudi¢ le lien entre 1’expression de ces deux RH et la

surexpression de I’oncoprotéine HER2.

Dans notre étude, nous n’avons noté aucune relation statistique entre I’expression des RH et la
surexpression de la protéine HER2. (P value RE= 0,645> 0,05 avec un Vde cramer = 0,075, et
P value RP=1 avec V de cramer = 0,036 au seuil alpha=0,05). Les deux variables RE et RP ne
sont donc pas liées a la variable HER2. En d’autres termes, la surexpression de 1’oncoprotéine
n’a aucun lien avec I’existence des RH+. Pourtant, I’histogramme de la figure N°48 démontre
clairement une tendance inversée. En effet, 60% de nos patientes qui expriment RE ne
surexpriment pas I’HER2 (profil RE+/HER2-) et 56,66% des patientes RP+ sont également

HER2-. On remarque ainsi que de maniére générale, les patientes RH+ sont plutdt HER2-.
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Figure N°48 : Profils d’expression des RH et de 1’oncoprotéine HER2

A la lumiére de ces résultats, nous nous sommes penchés sur 1’étude des corrélations entre ces
variables, dans le but de comprendre le comportement des RH versus celui du récepteur HER2.
On note alors, une corrélation inverse entre 1’expression du RE et la surexpression de ’HER2
avec un coefficient de corrélation statistiquement significatif égal a -0,75.

Notre résultat concorde avec la littérature du fait que la majorité des études ont noté que les cas
HER2 score 3 sont beaucoup plus représentés dans les cas RE- que dans les cas RE+. Environ
35% des cas RE- présentent une amplification d’HER2 contre seulement 10 & 15% RE+/HER2+
(ELISS et al., 2006), dans notre étude ce profil est représenté a hauteur de 13,33%.

Cette corrélation inverse concorde également avec le résultat trouvé par RASSMUSSEN (2008)
et AZIZ et al., (2001) ou encore celui de BORGQUIST et al., (2008). Ces résultats sont
expliqués par le fait que I’cestrogene supprime la transcription de ’HER2 ainsi, ce dernier induit

la prolifération en I’absence de la voie RE.

Dans le cas du test de corrélation RP/HER2, nous n’avons pas pu trouver une relation statistique
significative. Cependant, nous notons une tendance a une corrélation inverse avec un coefficient
de SPEARMAN de -0,36. De plus cette corrélation inverse reste logique du fait qu’il y ait une
corrélation positive RE/RP et une corrélation négative RE/HER2. A partir de ces données, on
peut deduire que la corrélation RP/HER2 sera négative.

Dans notre série, nous avons également noté 1’existence de profils triple négatifs ou encore
RH+/HER2+. Ce résultat concorde avec les données de la littérature et est expliqué par le fait
que bien que la corrélation inverse entre 1I’expression des RE et de I’HER?2 soit admise, elle
reste tout de méme non absolue. En effet, environ 10% des cas RE+ peuvent également étre
HER2 + (TODOROVIC, 2005), dans notre série ce profil est représenté a hauteur de 13,33%.
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De maniére générale, 1’étude de ces trois facteurs pronostiques démontre que deux d’entre eux

(RH) sont corrélés positivement et sont inversement corrélés avec le troisieme (HER2).

2-2-3 Etude de la relation RH-LMP1

Dans notre série, aucune relation statistique entre 1’expression des RH et la présence d’EBV
(jugée par I’expression de la protéine LMP1) n’a été noté. (Dans le cas du RE, P value est de
0,638> 0,05 avec un V de cramer = 0,154. Et dans le cas du RP, P value= 1 avec V de cramer
=0,017).

D’un point de vue statistique, les deux variables RE et RP ne sont pas liées a la variable LMP1.
Cela signifie que nous n’avons pas établi de lien entre la présence de la protéine virale LMP1
et I’expression des RH dans les cancers du sein.

Un résultat qui concorde avec certaines études, notamment celle de KHAN et ses collaborateurs
en 2011 ou encore, SHARAF et al., (2012) qui ne notent aucune association entre la présence
d’EBYV et I’expression des récepteurs stéroidiens ou méme avec 1’état de ménopause.

Dans notre série, aucune corrélation statistiquement significative n’a été notée entre les RH et
LMP1, contrairement aux résultats observés par plusieurs études telles que celle de BONNET
etal., en 1999, FINA et al., 2001, MURRAY et al, en 2003, HACHANA et al, 2009 ou encore
I’étude Frangaise menée par MAZOUNI et ses collaborateurs en 2011 qui ont démontré une
corrélation inverse significative. Cela indique clairement que I'EBV est détecté plus
fréquemment dans les tumeurs mammaires RH négatifs, pointant vers l'agressivité de ces
tumeurs. En revanche, dans notre étude, on remarque que la majorité des patientes qui
expriment les RH n’expriment pas LMP1 (figure N°49). En effet, 53,33% de nos malades
présentent un profil RH+/LMP1-. Nous n’avons pas pu conclure en la corrélation inverse entre
I’expression de LMP1 et la positivité des RH car la majorité des malades formant notre
échantillon sont RH+. Une enquéte plus élargie avec un plus grand effectif aboutira

probablement a cette corrélation inverse notée dans la littérature.
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Figure N°49 : profils d’expression des RH et de 1I’oncoprotéine LMP1

2-2-5 Etude de la relation HER2-LMP1

Dans notre étude, nous n’avons abouti a aucune relation statistique entre 1’expression de la
protéine virale LMP1 et la surexpression de la protéine HER2 (P value= 0,290> 0,05 avec un
Vde cramer = 0,276). De plus aucune corrélation statistiquement significative n’a été notée.
Notre résultat concorde avec 1’étude réalisée aux Emirats Arabes unis, par KHAN et son équipe
en 2011, ainsi qu’avec I’étude Tunisienne de HACHANA et ses collaborateurs, réalisée en
2009. Cependant, dans la littérature il est rapporté que I’infection de certaines lignées cellulaires
carcinomateuses mammaires par I’EBV induit 1’activation des voies de signalisation
HER2/HER et que la surexpression de ’'HER2 rend les cellules tumorales mammaires

hautement résistantes aux drogues chimiothérapeutiques.

2-2-6 Etude des corrélations entre I’expression de LMP]I et les facteurs pronostiques classiques.

Comme nous I’avons préalablement souligné, 1’évaluation des nouveaux facteurs pronostiques
permet de définir de nouveaux sous-groupes de cancer du sein. Cependant, la question de la
relation entre I’expression de I’EBV et les déterminants pronostiques et clinico-pathologiques
du carcinome du sein reste posée. Nous tenterons donc, d’y répondre dans la seconde partie de
ce travail. Le but étant, également de savoir comment tous ces facteurs influencent le pronostic

global ?

Dans notre série, nous n’avons noté aucune corrélation statistiquement significative entre

I’expression de la protéine LMP1 de I’EBV et les facteurs pronostiques classiques a savoir :
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I’age des patients, le grade SBR, la taille tumorale ou encore I’envahissement des ganglions

lymphatiques (Tableau V).

Tableau V : Corrélations entre I’expression de la protéine LMP1 et les déterminants clinico-

pathologiques du carcinome mammaire

Coefficient de

P value Signification
corrélation
LMP1-Age 0,680 -0,078 Non significatif
LMP1-SBR 0,564 0,19 Non significatif
LMP1-T 0,442 -0,146 Non significatif
LMP1-N 0,092 -0,313 Non significatif

Cette absence de lien et de corrélation statistiquement significative entre le développent d’un
carcinome du sein avec une infection a ’EBV et les quatre facteurs pronostiques sus-étudiés a
également été notée par FINA et son équipe en 2001, PERICARDO et al., en 2005, HACHANA
et ses collaborateurs en 2011, ainsi que MOHAMMEDIZADEH et al., en 2014. D’autres
auteurs ont obtenu des conclusions presque similaires, CHU et ses collaborateurs en 2001 ont
constaté que I’identification de ’EBV n’était pas associée a la taille de la tumeur, 1’état des
ganglions ou le grade tumoral. En 2013, KHABAZ ne trouve pas d’association significative
entre le développement d’un cancer du sein a EBV et ’age, le grade SBR ou la taille tumorale.
L’étude égyptienne de SHARAF et al., réalisée en 2012 n’observe pas de lien significatif entre
la présence de ’EBV et I’4ge. Cependant, des associations significatives ont été détectées entre
I’expression du génome d’EBV et des facteurs de mauvais pronostic, tels qu'un grade tumoral
¢levé et ’envahissement ganglionnaire et ce, en accord avec une étude antérieure qui a abouti
a une conclusion identique (BONNET et al, 1999).

FAWZY et al., en 2008 font le rapprochement entre un statut (EBV-) et I’état des ganglions en
obtenant une association significative entre 1’envahissement ganglionnaire et la présence
d’EBV dans les tumeurs. Cela suggere que I’EBV est 1i¢ a une forte potentialité métastatique
des tumeurs et qu’il peut jouer un role dans le développement et 1’altération comportementale
de certains carcinomes agressifs.

L’étude Frangaise de MAZOUNI et al., de 2011, note également des caractéristiques plus

agressives dans les cancers mammaires exprimant EBV, en particulier un grade tumoral élevé.
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MURRAY et ses collaborateurs en 2003 ont conclu que les tumeurs exprimant EBV étaient
significativement plus susceptibles d’étre de grade élevé, impliquant plus de ganglions
lymphatiques et de plus grande taille. Cette notion de taille tumorale a également été rapportée
par I’étude de SHARAF et al., en 2012. En effet, dans cette étude I’EBV n’a pas été détecté
dans les tumeurs de petite taille T1 (< 2 cm) et tous les carcinomes EBV positifs etaient de taille
tumorale T2 ou T3 (> 2cm), mais la différence était statistiguement insignifiante.

En 2012, GLENN et son équipe ont trouvé une association entre la présence de ’EBV dans les
tumeurs mammaires et le jeune age des patientes au moment du diagnostic.

Ces diverses corrélations rapportées dans la littérature, entre la présence de ’EBV dans la
tumeur et les facteurs de mauvais pronostiques, bien que mitigées, font penser a une maladie

de pronostic défavorable.

CONCLUSION ET PERSPECTIVES

92



Le cancer du sein représente le premier cancer de la femme et la premiere cause de
mortalité féminine par cancer. Sa prise en charge est complexe et 1’évaluation des facteurs
pronostiques est une étape importante pour une decision thérapeutique adéquate. De plus,
I’évaluation des nouveaux facteurs pronostiques (comme les RH et ’HER2) a permis

I’apparition de nouvelles thérapeutiques (thérapies ciblées).

Au terme de notre étude, nous retenons que I’incidence de cette pathologie redoutable est en
évolution croissante et que cette derniére apparait a un age relativement jeune dans notre wilaya.
Nous avons noté un taux d’expression des RE et des RP proche de celui décrit dans la littérature
avec respectivement des pourcentages de 73.34% et 63.33%. Cependant, le taux d’expression
de I’oncoprotéine HER2 (16.67%) se rapproche mais reste inférieur a celui cité dans la
littérature. Ces nouveaux facteurs présentent une association statistique significative avec une
corrélation positive entre les RE et RP et une corrélation inverse de ces derniers avec
I’expression de ’HER2.

L’expression des RH est associée a certains facteurs de bon pronostic comme 1’dge avancé, un
score SBR de bas grade, une faible taille tumorale...etc. Inversement, la surexpression d’HER2
est plutét associée a des facteurs de mauvais pronostic comme le jeune age (< 35ans), un score

SBR de haut grade et une taille tumorale augmentée.

Aucune relation statistique n’a été observée entre 1’expression de la protéine LMP1 et I’age, le
grade tumoral SBR, la taille tumorale, 1’envahissement des ganglions lymphatiques,
I’expression des RH ou encore la surexpression de ’HER2.

L’EBV pourrait représenter un cofacteur parmi d’autres dans la transformation maligne des
cellules épithéliales. La majorité de nos résultats concordent avec ceux de la littérature. De ce

fait, nous pouvons affirmer la fiabilité de notre technique immunohistochimique.

En perspective, on peut envisager d’affiner cette étude en augmentant 1’effectif de la
population, de déterminer le type de latence d’EBV lors des cancers mammaires dans le but de
compléter le tableau des latences car le cancer du sein n’y figure toujours pas, de tester

I’immunothérapie anti-LMP1 sur les patientes qui souffrent d’un cancer du sein EBV positif et
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enfin de tester I’immunothérapie anti-LMP1 sur les patientes qui souffrent d’un cancer du sein

triple négatif.
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ANNEXES

Annexe | : Classification histologique des cancers du sein selon I’OMS 2002-2003 :

Classification histologique des carcinomes mammaires de ’OMS

Tumeurs épithéliales non infiltrantes
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Carcinome canalaire in situ (intracanalaire) (CCIS)
Carcinome lobulaire in situ (CLIS)
Tumeurs épithéliales infiltrantes

Carcinome canalaire infiltrant SAI (sans autre indication)

Carcinome canalaire infiltrant avec composante intracanalaire prédominante

Carcinome lobulaire infiltrant

Carcinome mucineux (colloide)

Carcinome médullaire

Carcinome papillaire

Carcinome tubuleux

Carcinome adénoide kystique

Carcinome sécrétant juvenile

Carcinome apocrine

Carcinome métaplasique de type épidermoide
Carcinome métaplasique de type a cellules fusiformes
Carcinome métaplasique de type chondroide et osseux
Carcinome métaplasique de type mixte

Maladie de Paget du mamelon

Annexe |l : Classification TNM du cancer du sein, 8e édition 2017.

TUMEUR PRIMITIVE (T)
TX : Détermination de la tumeur primitive
TO : Pas de signe de tumeur

Tis : Carcinome in situ.

impossible.

primitive.
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Tis (CCIS) : Carcinome canalaire in situ.
Dans la classification 2017, le carcinome lobulaire in situ est considéré comme une lésion
"bénigne" et est donc exclue de la classification pTNM.
Tis (Paget) : Maladie de Paget du mamelon sans tumeur décelable.
Note : une maladie de Paget avec tumeur décelable est a classer en fonction de la taille de la
tumeur.
T1: Tumeur <2 cm dans sa plus grande dimension.

e Tlmic: Micro-invasion < 0,1 cm dans sa plus grande dimension.
Note : La micro-invasion est une extension des cellules cancéreuses, au-dela de la membrane
basale sans dépasser 0,1 cm. Quand plusieurs sites de micro-invasion existent, le plus important
est pris en compte pour classer la micro-invasion (ne pas prendre en compte la somme des sites).
La présence de multiples sites de micro-invasion doit étre notée.

e Tla:0,1 cm <T<0,5cm dans sa plus grande dimension.
Pour les Iésions entre 1 et 2 mm, il est recommandé, du fait de I'imprécision de la mesure, de la
taille, de formuler le compte-rendu en disant que la tumeur avoisine les 2 mm.
Il est bien précisé que le plus grand diamétre du nodule principal doit servir a cette
classification. En cas de petit(s) nodule(s) satellite(s), ces derniers ne doivent pas étre ajoutés a
la taille du nodule principal.
En cas de tumeurs multiples, le plus grand diamétre de la tumeur la plus volumineuse doit servir
pour le pT. Les dimensions des autres tumeurs plus petites ne doivent pas étre ajoutées a la
taille du nodule principal.

e T1b:0,5cm<T <1 cm dans sa plus grande dimension.

e Tlc:1cm<T<2cmdans sa plus grande dimension.
T2 Tumeur 2 cm < T < 5 ocm dans sa plus grande dimension.
T3 : Tumeur >5 cm dans sa plus grande dimension.
T4 : Tumeur de toute taille avec extension directe a la paroi thoracique (2) et/ou a la peau (b).

e T4a: Extension a la paroi thoracique.
Note : la paroi thoracique comprend les cotes, les muscles intercostaux et le grand dentelé mais
ne comprend pas le muscle pectoral.

e T4b: (Edéme (y compris la « peau d'orange ») ou ulcération cutanée du sein ou nodules

de perméation cutanés limités au méme sein.
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Il est précisé que l'atteinte cutanée uniquement visible microscopiquement, en I'absence
d'ulcération ou de "peau d'orange” clinique, ne doit pas étre classé comme T4b mais la tumeur
doit étre classée seulement en fonction de sa taille.

e T4c: A lafois 4a et 4b.

e T4d: Carcinome inflammatoire.
Note : le carcinome inflammatoire du sein est caractérisé par une induration cutanée diffuse,
d'aspect charnu, a bords érysipéloides, habituellement sans tumeur palpable sous-jacente. Si la
biopsie de la peau est négative et s'il n'y a pas de cancer primitif localisé, mesurable, un
carcinome inflammatoire clinique (T4d) est classé pTx sur le plan histopathologique.
Pour la classification pT, la taille de la tumeur est fondée sur la composante invasive. S'il y a
un important contingent d'in situ (de 4 cm par exemple) et une petite composante invasive (de
0,5 cm par exemple), la tumeur sera codée pT1la.
Une dépression cutaneée, la rétraction du mamelon ou toute autre modification des téguments, a
I'exception de celles retenues pour la catégorie T4, peuvent exister avec T1, T2 ou T3 sans

influer sur le classement.

ADENOPATHIES REGIONALES (N)

Nx : Appréciation impossible de l'atteinte ganglionnaire (du fait, par exemple, d'une exérese
antérieure).

NO : Absence de signe d'envahissement ganglionnaire régional.
N1 :Ganglions axillaires de niveau | et Il homolatéraux  mobiles.
N2 : Métastases dans un ou plusieurs ganglions axillaires de niveau I et 1| homolatéraux fixé(s)
ou confluent(s) ou dans un ou plusieurs ganglions mammaires internes homolatéraux
cliniguement détectables[1] en I'absence de métastase ganglionnaire axillaire cliniquement
évidente.

e N2a : Métastases dans un ou plusieurs ganglion(s) axillaire(s) fixé(s) entre eux
(confluents) ou a d'autres structures.

e N2b :Meétastases cliniguement détectables [1] uniquement dans les ganglions
mammaires internes, et en I'absence de métastase ganglionnaire axillaire cliniquement
décelable.

N3 : Métastases dans les ganglions sous-claviculaires homolatéraux (niveau I1l) avec ou sans
envahissement ganglionnaire axillaire (niveau I, 11) ou métastase ganglionnaire mammaire

interne homolatérale cliniquement détectable [1] en présence de métastase axillaire (niveau I,
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I1) cliniquement évidente ; ou métastases ganglionnaires sous-claviculaires homolatérales avec
ou sans envahissement ganglionnaire axillaire ou mammaire interne.

e Na3a: Métastase(s) ganglionnaire(s) sous-claviculaire(s).

e N3b: Métastases ganglionnaires mammaires internes et axillaires.

e N3c : Métastase(s) ganglionnaire(s) sus-claviculaire(s).
11,0,1,1et1,2: Cliniquement détectable signifie : détecté par un examen clinique ou par
I'imagerie (lymphoscintigraphie exclue) et présentant des caractéristiques hautement suspectes
de malignité, ou suspicion histopathologique de macrométastase fondée sur I'analyse
cytologique d'un prélévement par cytoponction. La confirmation par cytoponction sans biopsie
exérese d'une maladie métastatique cliniqguement détectable est désignée par le sigle (f), comme
par exemple cN3(f).
En I'absence d'attribution du pT, I'exérése biopsie d'un ganglion ou le prélevement d'un ganglion
sentinelle sont classés selon la classification clinique N, par exemple : cN1. Lors de I'exérese
biopsie d'un ganglion ou du prélevement d'un ganglion sentinelle, la classification

histopathologique (pN) n'est utilisée que si le statut pT a pu étre attribué.

METASTASES (M)

MX : Renseignements insuffisants pour classer les métastases a distance
MO : Absence de métastase a distance

M1 : Présence de métastase(s) a distance

Annexe |11 : Réactifs contenu dans les kits dako (récepteurs hormonaux, I’hercepTest,

kit EBV IR753).

Réactifs/lames Kit Dako des récepteurs hormonaux

Solution de démasquage Tampon citrate avec agents antimicrobiens.
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Reactif de blocage de Solution contenant du peroxyde d’hydrogeéne a 0,5%, des
la peroxydase inhibiteurs enzymatiques, un conservateur (RH).

Solution contenant du peroxyde d’hydrogene a 3% avec
I15mmol/L d’azide de sodium (NaN3) (HER2).
Anticorps primaire Anticorps monoclonal de souris anti-RE humain (1gG),
Anticorps monoclonal de souris anti-RP humain (IgG) dans

un tampon tis-HCL contenant une protéine stabilisante.

Anticorps de lapin anti-HER2 humaine dans un tampon tris-
HCL contenant une protéine stabilisante
Anticorps monoclonal de souris anti-LMP1 CS1-4 dans un
tampon tris-HCL contenant une protéine stabilisante
Réactif de control negatif Anticorps monoclonaux de souris (IgG) dans un tampon

tris-HCL contenant une protéine stabilisante (RH).

Anticorps monoclonaux de lapin dans un tampon contenant

une protéine stabilisante (HER2)

FLEX Negative control mouse (link) IR7 (LMP1)

Solution de tampon substrat ~ Solution contenant du peroxyde d’hydrogene <0,1% et des

DAB stabilisants.
Solution de substrat Solution chromogene de tétrahydrochlorure de 3,3’-
chromogene DAB diaminobenzidine a 5%.
Solution de rincage Tampon tris-HCL avec un détergent et un agent

antimicrobien.
Lames de contréle Chague lame contient une lignée cellulaire présentant une
expression des récepteurs hormonaux et une lignee

négative.
Chague lame contient 3 lignées cellulaires de carcinome
mammaire avec 3 niveaux d’expression d’HER2 : score 0,

1+ et 3+.
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Annexe 1V : Résultats de I’étude prospective

Numéro Age Sexes Grades TNM Types histo siege | RE | RP | HER2 | LMP1
(ans) SBR

928 45 F I T1iN1Mx CClI SG | + | + - -
1910 44 F " T2N1aMx CLI SG | + | + - -
1969 74 F I T1N2aMx CClI SG | + | + - -
3648 32 F I T3 N3Mx CClI SG | - | - - -
3796 46 F 1 T2N1aMx CClI SG | + | + - -
2733 36 F I T1cNoMx | Cmucineux | SG | + | + - +
2771 45 F I T1cNoMx CClI SG | + | + - +
1314 40 F I T2 NoMx CClI SD | + | + - -
1703 58 F I T1NoMx CClI SG | + | + + -
1710 53 F I ToNoMx | CCinsitu | SD | - | - - +
1139 47 F I T2NoMx CClI SG | + | - - -
3221 41 F I T3N1aMx CLI SG | - | - - -
1753 62 H I T2N2aMx CClI SD | + | + - -
1424 58 F I T3N2aMo CClI SD | + | - - +
1438 39 F I T2N1aMx CClI SG | + | + - -
1621 44 F I T2N1aMx CClI SG | - | - - -
867 40 F I T2N2aMx CClI SG | + | + - -
637 54 F I T2N2aMx CClI SD | + | + + -

93 | 41 | F | TeNawMo | cBifocal | SG | - | - | -
151 43 F T T2NoMx cCl SD | + | + + -
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TZNlaMx

SG

579 | 58 I cCl
1813 | 64 | T2NaaMx ccl SG
1834 | 67 | TeNoMx | ccy SD
1727 | 46 1| T2NoMx ccl SG
1053 | 27 | T2NaMx | cBifocal | SC
1034 | 51 | TaNoMx ccl SG
3047 | 57 1| T2NoMx ccl SG
7897 | 44 | TacNoMx ccl SD
8072 | 42 || TaNoMx ccl SD
8897 | 52 1| TsNaaMx CLI SG
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Résumeé de la these

11 suffit de la rencontre d’un gaméte male et d’un gaméte femelle pour former la premicre
cellule qui nous constitue. Elle seule donnera naissance aux milliards de cellules de notre
organisme et ce, par des procédés finement régulés de mitoses (naissances) et d’apoptose (mort
programmée). En effet, des milliards de cellules naissent et meurent de fagon & maintenir notre
homéostasie. Cependant, le propre du cancer est de briser cette harmonie. La base du cancer est
la cellule cancéreuse, celle-ci nait suite a 1’accumulation de mutations qui lui conférent un
avantage sélectif. Dotée d’un pouvoir de multiplication indéfinie et illimité, la cellule cancéreuse
ne répond plus aux lois de I’homéostasie tissulaire conduisant a la formation d’une tumeur.

Le cancer du sein est le cancer le plus fréquent chez la femme. Il est la premiére cause de
mortalité par tumeur maligne chez la femme dans les pays les moins développés (INCa, 2016) et
la deuxieme cause apres le cancer du poumon dans les pays développeés (FERLAY et al., 2015).

En Algérie, une tendance défavorable de 1’incidence du cancer du sein a été observée entre 1996
et 2019 (RAIAH et al., 2022). Le cancer du sein est également devenu un véritable probléme de
santé publique et vient en premiére position des cancers les plus fréquents chez la femme avec
14000 nouveaux cas enregistrés chaque année, dont un taux important apparait avant 1’age de 40
ans, contrairement au pays occidentaux ou le cancer mammaire apparait apres 1’age de 60 ans et
plus (HAMDI CHERIF et al., 2020).

Le cancer du sein ou « carcinome mammaire » se définit comme une prolifération anarchique et
incontrolée des cellules épithéliales du sein. Qu’il s’agisse des cellules des canaux galactophores
« carcinome canalaire » ou de celles des lobules « carcinome lobulaire », on parle «
d’Adénocarcinome » c'est-a-dire d’un cancer du tissu glandulaire. Le carcinome peut étre « in
situ » ou « infiltrant » selon qu’il y est ou non effraction de la membrane basale et posséde ou
non un potentiel métastatique. Moins souvent (moins de 10% des cas de tumeur du sein), la
tumeur se développe dans le tissu conjonctif du sein. On parle alors de cancer non glandulaire ou
« sarcome Phyllode ».

Les facteurs cliniques et pathologiques comme 1’age, le type histologique, la taille tumorale,
I’envahissement ganglionnaire, le grade histopronostique de SCARFF, BLOOM et
RICHARDSON (SBR), I’expression des récepteurs hormonaux ou encore la surexpression de
I’oncogene HER2 sont des facteurs prédictifs connus dans le cancer du sein. En effet, ils
apportent au clinicien des informations d’ordre pronostic et thérapeutique. Des facteurs auquels
nous avons porté un interét particulier lors de nos analyses. En effet, I’étude des RH présente
deux intéréts. Le premier est représenté par leur réle pronostique, lié au potentiel évolutif
spontané de la tumeur, le second est leur intérét thérapeutique, lié a la réponse de la tumeur a
I’hormonothérapie. L’évaluation du statut HER2 présente les mémes intéréts. La surexpression



de cet oncogeéne est associée a un cancer agressif dont la thérapie est ciblée par un anticorps
humanisé (Herceptine).

Nous nous sommes également intéréssés aux facteurs viraux, plus spécifiqguement a I'Epstein
Barr Virus car sa présence a été suspéctée dans les cancers mammaires mais jamais réellemnt
illucidée. Par conséquent, nous avons émis I'hypothése qu'une exposition tardive (a I'age adulte
plutdt que dans l'enfance) a un virus commun tel que le virus d’Epstein-Barr (EBV) pourrait
provoquer un cancer du sein chez la femme et nous avons décidé d’objectiver biologiquement ce
role potentiel.

La cancerogéneése liée a I'EBV est donc le résultat de la combinaison de plusieurs parametres,
notamment :

Expression des ARN non messagers EBER1 et EBER2 qui se lient a la PKR (Protéine Kinase
dépendante des ARN) et inhibent sa phosphorylation, bloguant ainsi la réponse cellulaire aux
interférons. Ces derniers ont également la capacité d’activer la transcription du géne codant
I’IGF1 (Insulin-like Growth Factor 1) par un mécanisme non encore élucidé (NANBO et al.,
2002) ;

Expression de la protéine EBNAI qui a le pouvoir de transactiver 1’expression du géne anti-
apoptotique Bcl-X (TSIMBOURI et al., 2002) ;

Expression de la protéine LMP2, difficilement detectable mais dont les messagers sont
abondants. Cette protéine présente une activité transformante par activation de la voie de
signalisation PI13-Kinase/AKT ;

Expression de la protéine BARF1 qui est faiblement retenue dans les cellules. Sous sa forme
sécrétée, elle présente les propriétés d’un facteur de croissance (SALL, 2004) ;

Expression de la protéine LMP1 qui est essentielle dans le pouvoir oncogéne d’EBV. En effet, le
domaine C-terminal de cette derniére peut étre subdivisé en trois régions activatrices de la
signalisation cellulaire, les CTAR (C-Terminal Activating Regions) : CTAR1, CTAR2, CTARS.
Or, CTARL et CTAR2 activent la voie NF-«xB, favorisant la prolifération cellulaire et I’inhibition
de I’apoptose et donc I’immortalisation cellulaire. CTAR3, quant a elle, augmente 1’expression
du VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) favorisant 1’invasion et les métastases et ce, en
stimulant la voie Jak3/STAT (ZHENG et al., 2007) ;

L’EBV altére la fonction de la protéine humaine Nm23-H1 qui joue le r6le de suppresseur de
tumeur metastatique. Cette altération se produit suite a I’interaction de la région carboxyl
terminale de la protéine virale EBNA-3C de maniere spécifique avec la protéine Nm23-H1.



Lorsque ce frein naturel est désactivé par I’EBV, les cellules cancéreuses mammaires forment
des métastases (PANDEY et al., 2018).

L’EBV représente donc un cofacteur parmi d’autres dans la transformation maligne des cellules
épithéliales. Cette transformation requicre en effet, des altérations génétiques qui s’ajoutent a
I’infection latente par ’EBV.

En plus de I'analyse des paramétres clinico-pathologiques connus du cancer du sein, nous nous
sommes penchés sur l'analyse de I'expression de la protéine LMP1 qui signerait la présence
d'EBV.

Lors de cette étude, nous avons réalisé des analyses au sein du service d’anatomie-pathologie du
CHU NEDIR MOHAMED de Tizi-Ouzou sur une population de trente patientes présentant un
carcinome mammaire et ayant subi une mastectomie. Le but étant de rechercher, en plus de
I’expression des RH et HER2, I’expression de la protéine LMP1 qui signe la présence de ’EBV.

De maniere générale, 1’analyse anatomo-pathologique de nos piéces de mastectomie s'est
déroulée sur trois axes :

e [’étude macroscopique ;
e L’étude histologique ;

e [’étude immunohistochimique suivie de 1’étude microscopique qui permet de visualiser
et d’interpréter les résultats.

L’évaluation du statut des récepteurs hormonaux (RE, RP), de I’oncogéene HER2 et de
I’expression potentielle de ’LMP1 chez les trente patientes a été réalisée par la technique
d’immunohistochimie (IHC) (Kit DAKO). L’IHC est la technique la mieux adaptée aux tissus
fixés et inclus en paraffine.

Les huit lames destinées a I’'ITHC sont traitées de la méme maniére, mais avec les réactifs inclus
dans le kit de ’hercepTest pour I’HER2, ceux inclus dans le kit des récepteurs hormonaux pour
le RE et le RP et ceux inclus dans le kit EBV IR753 pour LMP1.

La révélation du complexe antigene/anticorps en IHC se fait par une réaction immuno-
enzymatique qui consiste a faire agir la peroxydase de Raifort avec son substrat (peroxyde

d’hydrogene). La réaction est révélée par un chromogene donneur de proton (DAB



tétrahydrochlorure de 3,3-diaminobenzidine) qui est incolore et soluble a 1’état réduit et qui se
colore en brun et devient insoluble lorsqu’il est oxydé (H202 + 2 DH --> 2 H,O + 2 D).

En bref, la conversion enzymatique du DAB en présence du peroxyde d’hydrogene donne un
précipité marron insoluble dans 1’eau et les solvants organiques. Il marque en brun le site
d’interaction antigéne-anticorps. La réaction est évaluable par microscopie optique au faible
grossissement (Gx40) puis le score est confirmé au fort grossissement (Gx1000).

Nous avons aboutit aux résultats suivant:

e Dans notre étude, 70% des tumeurs ont été retrouvées dans le sein gauche, aucun cas
d’atteinte bilatérale n’a été retrouvé.

e L’age de nos patientes varie entre 27 et 74 ans avec une moyenne d’age de 49 ans. La
tranche d’age la plus touchée est celle des patientes agées entre 40 et 59 ans, elle
représente plus de 70% des cas de notre échantillon.

e |e sexe masculin est représenté par un seul patient sur trente.

e 77% de nos patientes présentent un CCI, 10% un CLI et environ 7% un carcinome
bifocal et seul 3,33% de patientes présente un CC In situ et un carcinome mucineux.

e Pour ce qui est de la taille tumorale, les stades Ty, To ainsi que T4 n’ont pas été retrouvés
dans notre série. 60% de nos patients présentent des tumeurs en stade T2, 26,66% en
stade T1 et seulement 13,33% en stade T3.

e 57% des patientes sont au stade N+ contre 43% au stade No. Sur les 57% de patientes
présentant des métastases ganglionnaires (N+), 41% sont au stade N1 (07 cas), 41% au
stade N2 (07 cas) et seulement 17% au stade N3 (03 cas). Ces résultats confirment notre
hypothése de meilleure prise en charge de nos patientes en termes de dépistage.

e Concernant le statut métastatique, La majorité des patientes formant notre échantillon est
classée en stade My 93,33% soit 28 malades. En effet, les métastases de ses derniéres
n’ont pas pu étre classées par manque de renseignements. Seules 2 malades ne présentent
pas du tout de métastases a distance MO (6,66%) et aucune malade n’est classée en stade
M+.

e Le grade SBR majoritairement retrouvé est le grade 11 avec 90% de cas, suivi du grade |
avec 6,66% des cas et enfin du grade 1l avec 3,33%.



Les résultats des RH sont évalués par le score d’Allred. Seul le marquage nucléaire est
pris en considération avec un seuil de positivité de 10%. Dans notre série, 73,33% des
patientes expriment le RE, ce qui est proche du taux de 60% a 70% de la littérature.
Donc, seuls 26,66% sont RE- et 70% présentent un profil RP+ contre 30% avec un profil
RP-.

La surexpression de I'oncoprotéine HER2 est représentées par 20% de nos patientes avec
un (score 3), contre 80% de patientes qui présentent un profil HER2 négatif (53,33%
score 0 et 26,66% score 1), nous n’avons pas eu de cas douteux (score 2). Notre résultat
concorde avec le taux de positivitt de 20 a 30% mentionné dans la littérature
(PAULETTI et al., 2000).

En ce qui concerne la présence d'EBV dans les cellules cancereuses, la coloration
nucléaire avec ’anticorps LMP1, indépendamment de 1’intensité de 1a coloration et du
pourcentage de cellules colorées a été considérée comme une expression positive a LMP1
alors que le tissu adjacent sain est négatif a I’'LMPI1. Ainsi, 23,33% des carcinomes
mammaires expriment la protéine, Le reste soit 77% présente un profil LMP1 négatif.

Dans le but de détérminer la valeur pronostique ainsi que thérapeutique des differents facteurs de
manicre jumelée en prenant en considération I’influence des uns sur les autres, nous avons
réalisé une étude de corrélation et les résultats se présentent comme suit:

Nous avons noté 1’existence d’une forte relation entre I’expression du RE et 1’expression
du RP avec une P value statistiquement significative et un V de Cramer de 0,757. Nous
avons également prouvé une corrélation positive significative entre 1’expression de ces
deux récepteurs hormonaux avec un coefficient de corrélation de 0,757. Cette relation
positive et corrélation entre les RE et RP rejoint les résultats de plusieurs autres études.

Dans notre étude, nous n’avons noté aucune relation statistique entre 1’expression des RH
et la surexpression de la protéine HER2. (P value RE= 0,645> 0,05 avec un VVde cramer =
0,075, et P value RP=1 avec V de cramer = 0,036 au seuil alpha=0,05). Les deux
variables RE et RP ne sont donc pas liées a la variable HER2. En d’autres termes, la
surexpression de 1’oncoprotéine n’a aucun lien avec I’existence des RH+. Pourtant,
I'analyse de nos résltat démontre clairement une tendance inversée. En effet, 60% de nos
patientes qui expriment RE ne surexpriment pas I’HER2 (profil RE+/HER2-) et 56,66%
des patientes RP+ sont également HER2-. On remarque ainsi que de maniere générale,
les patientes RH+ sont plutdt HER2-. De plus, nous avons noté une corrélation inverse
entre D’expression du RE et la surexpression de I’HER2 avec un coefficient de
corrélation statistiquement significatif égal a -0,75. Notre résultat concorde avec la



littérature du fait que la majorité des études ont noté que les cas HER2 score 3 sont
beaucoup plus représentés dans les cas RE- que dans les cas RE+. Environ 35% des cas
RE- présentent une amplification d’HER2 contre seulement 10 a 15% RE+/HER2+
(ELISS et al., 2006), dans notre étude ce profil est représenté a hauteur de 13,33%.

e Dans le cas du test de corrélation RP/HER2, nous n’avons pas pu trouver une relation
statistique significative. Cependant, nous notons une tendance a une corrélation inverse
avec un coefficient de SPEARMAN de -0,36. De plus cette corrélation inverse reste
logique du fait qu’il y a une corrélation positive RE/RP et une corrélation négative
RE/HER2. A partir de ces données, on peut déduire que la corrélation RP/HER2 sera
négative.

e Dans notre série, nous avons ¢également noté 1’existence de profils triple négatifs ou
encore RH+/HER2+. Ce résultat concorde avec les donnees de la littérature et est
expliqué par le fait que bien que la corrélation inverse entre 1’expression des RE et de
I’HER2 soit admise, elle reste tout de méme non absolue. En effet, environ 10% des cas
RE+ peuvent également étre HER2 + (TODOROVIC, 2005), dans notre série ce profil est
représenté a hauteur de 13,33%.

e Dans notre série, aucune relation statistique entre I’expression des RH et la présence
d’EBV (jugée par I’expression de la protéine LMP1) n’a été noté. Cela signifie que nous
n’avons pas €tabli de lien entre la présence de la protéine virale LMP1 et I’expression des
RH dans les cancers du sein. Aucun lien statistique n'a également été noté entre la
présence d'EBV et la surexpression de I'oncoprotéine LMP1.

e Nous n’avons noté aucune corrélation statistiquement significative entre I’expression de
la protéine LMP1 de I’EBV et les facteurs pronostiques classiques a savoir : 1’age des
patients, le grade SBR, la taille tumorale ou encore I’envahissement des ganglions
lymphatiques.

A la lumiére de certaine données de la literature et de nos résultats, nous pouvons suggerer que
EBV joue un role dans I’oncogenése mammaire mais probablement pas en tant que facteur
éthologique primaire. Du fait qu’il ne soit pas détecté systématiquement dans toutes les cellules
carcinomateuses mammaires, bien que I’EBV soit connu pour étre un virus hit-and-run. En effet,
méme dans les cas de carcinomes nasopharyngés ou le role de I’EBV ne se discute plus et est
bien documenté, toutes les cellules tumorales ne sont pas colorées par I’anticorps (GLASER et
al., 2004). De plus I’expression de la protéine LMP1 par exemple, dépend du type de latence
(latence II) et sa négativité n’¢limine pas la présence de ’EBV (KAFE et al., 1998).



Dans le cas du cancer du sein, il jouerait plutot le role d’agent qui avec d’autres cofacteurs,
devient capable de modifier le comportement des cellules déja transformées, leurs conférant ainsi
un phénotype plus agressif (SHARAF et al. 2012), hypothese soutenue par le fait que MURRAY
et al., en 2003 ont remarqué que les cancers du sein EBV+ sont plus agressifs que les autres
cancers du sein. Plus récemment, d’autres auteurs ont rapporté que I’expression du gene LMP1
est associé a un phénotype invasif (ABOULKASSIM et al., 2015). C’est ainsi que nous nous
sommes intéressés a 1’étude des facteurs pronostiques connus du cancer du sein sur des profils
tumoraux exprimant ’EBV et plus exactement la protéine LMP1.

Au terme de notre etude, nous retenons egalement que I’incidence de cette pathologie redoutable
est en évolution croissante et que cette derniére apparait a un age relativement jeune dans notre
wilaya.

La majorité de nos résultats concordent avec ceux de la littérature. De ce fait, nous pouvons
affirmer la fiabilité de notre technique immunohistochimique.
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