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> Notre connaissance du cancer du sein s’est
réecemment enrichie de données cellulaires et
moléculaires. Au point de vue moléculaire cet
enrichissement est le fruit de I'utilisation de
techniques d’analyses transcriptionnelles et
génomiques a haut débit, puces a ADN et CGH
array. €lles font désormais apparaitre clairement
I’hétérogénéité de la maladie et ont défini des
sous-types de cancers du sein ainsi qu’'un réper-
toire d’altérations génétiques de plus en plus
précis. Au point de vue cellulaire, la définition
des différents lignages épithéliaux et la théo-
rie émergente des cellules souches cancéreuses
mammaires permet de bdtir un modele intégré
de I"oncogenése mammaire. Ces connaissances
permettront a la fois de mieux comprendre et
surtout de mieux traiter cette maladie en prenant
en compte sa diversité moléculaire et en ciblant
les cellules qui sont a 'origine du cancer, les cel-
lules souches cancéreuses. <
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nier est constitué de deux types de cellules différen-
ciées, les cellules luminales et les cellules myoépithé-
liales (Figure 1). Il faut y ajouter des cellules souches
et des progéniteurs plus ou moins engagés dans une
voie de différenciation. Les cellules luminales bordent
la lumiére des canaux et des lobules. Les cellules myoé-
pithéliales entourent les cellules luminales et sont en
contact avec la lame basale et le stroma environnant.
Les cellules souches, plus rares, sont situées en position
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Le cancer du sein demeure une maladie mal connue.
Afin d’appliquer le traitement le mieux adapté a chaque
patiente, en fonction du type et de la gravité de sa
maladie, il est nécessaire d’aborder le cancer du sein
dans sa complexité. Pour atteindre ce but, de nom-
breuses questions restent a résoudre : quelles sont les
différentes classes de cancers du sein ? Quels sont les
génes altérés a I'origine de 'oncogenese mammaire ?
Quelles sont les cellules touchées par ces altérations ?
Des éléments de réponse a ces différentes questions
sont apportés de maniére continue par les résultats des
recherches actuelles dont nous présentons ici un bref
état des lieux.

L’épithélium mammaire : une diversité
cellulaire provenant de cellules souches

Pour comprendre I’oncogenése mammaire et la classi-

fication actuelle des cancers du sein, il faut connaftre
I"histologie de I’épithélium mammaire normal. Ce der-
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basale ou supra-basale, probablement au niveau de
niches spécialisées.

Les cellules luminales expriment des marqueurs asso-
ciés aux récepteurs hormonaux (récepteurs des cestro-
geénes et de la progestérone), certaines cytokératines
(CK8, CK18) ainsi que des facteurs de transcription
spécifiques comme GATA3 et FOXAL. Les cellules myoé-
pithéliales expriment d’autres cytokératines (CK14) et,
a I’état tres différencié, des marqueurs du muscle lisse
(actine du muscle lisse).

Uorientation d’un progéniteur épithélial bipotent vers
le lignage luminal ou myoépithélial pourrait étre sous
le contrdle de genes « maitres », par exemple GATA3
pour le lignage luminal. Chez la souris, la perte de GATA3
provoquée par une invalidation génique conditionnelle
conduit a une expansion des cellules progénitrices
luminales. GATA3 pourrait jouer le rdle de régulateur
important de la différenciation luminale en maintenant
I’état quiescent des cellules progénitrices et I’état dif-
férencié des cellules luminales [1-3]. Pour démontrer le
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caractére « maitre » de GATA3, ce facteur a été exprimé dans des cel-
lules souches et les résultats montrent qu’il induirait bien une diffé-
renciation luminale. Uensemble de ces données récentes suggere une
implication de GATA3 dans les cancers du sein. De fait, une expression
élevée de GATA3J est une signature des cancers luminaux peu envahis-
sants [4, 5]. A Pinverse, il reste a prouver que la perte d’expression de
GATA3 est associée a des tumeurs peu différenciées et envahissantes
et a déterminer le r6le exact joué par GATA3 dans la progression des
tumeurs du sein.

Peut-on réduire I’hétérogénéité de la maladie a des classes
homogeénes et proposer une classification pertinente ?

Jusqu’a la fin des années 1990, seules les données histologiques et cli-
niques permettaient de classer les différents types de cancer du sein.
Plus récemment, I'utilisation de techniques génomiques a haut débit
comme les puces a ADN a permis d’y ajouter une caractérisation molé-
culaire. Les premieres études d’expression génique dans les cancers du
sein ont montré ’hétérogénéité moléculaire de la maladie, déja sus-
pectée au vu des données cliniques et histologiques. Cing sous-types
majeurs ont été identifiés sur la base de I"expression transcriptionnelle
d’un demi-millier de génes [6] : luminal A, luminal B, basal, ERBB2 et
normal. Cette classification a ensuite été validée par plusieurs pla-
tes-formes d’analyse transcriptionnelle, pour différentes populations
de patientes et différentes formes anatomocliniques de la maladie.
Elle permet de dégager des groupes de pronostic différent. Combinée
aux classifications cliniques et histologiques classiques [7, 8], elle
représente une base nosologique, en méme temps qu’un des succés de
I’analyse transcriptionnelle, si souvent décriée a tort ou a raison.

Les sous-types luminal A et basal sont les plus affir-
més et sont trés différents 'un de I'autre (environ
5000 génes différentiellement exprimés). Le sous-
type luminal A correspond a des cancers généralement
de bas grade, exprimant des récepteurs hormonaux et
d’évolution plut6t favorable. Leur traitement inclut
une hormonothérapie dans la majorité des cas. Les
genes exprimés dans ces cancers sont associés au
récepteur des cestrogénes (ERa) et a la différencia-
tion luminale (GATA3) (Figure 2). Les cancers basaux
n’expriment ni les récepteurs hormonaux ni ERBB2.
Contrairement aux cancers luminaux, ils sont de haut
grade et de mauvais pronostic. Tres prolifératifs, ils
expriment les genes codant pour des régulateurs du
cycle cellulaire (cyclines, CDK, etc.) et présentent fré-
quemment des mutations de TP53. Ce sous-type, traité
classiquement par chimiothérapie, ne dispose pas
encore de thérapie spécifique, mais plusieurs cibles
potentielles figurent dans la liste des genes surex-
primés (kinases, génes du cycle...). Dans les lignées
cellulaires dérivées de cancer du sein, il est possible
de subdiviser le sous-type basal en A et B [9]. Le
sous-type basal B pourrait étre identifié par I‘ex-
pression de marqueurs du mésenchyme (vimentine). I
serait similaire au sous-type de lignées décrit comme
« mésenchymateux» [10]. La définition formelle des
sous-types repose sur les profils d’expression mais,
pour des raisons pratiques, beaucoup assimilent le
sous-type basal aux cancers du sein « triple négatifs »

(n’exprimant pas les récepteurs hormo-

Stroma

Figure 1. Coupe transversale d’un canal de la glande mammaire. Le schéma montre les différen-
tes cellules épithéliales entourées de stroma. On distingue trois types de cellules: les cellules
luminales, en contact avec la lumiere, les cellules myoépithéliales, en contact avec la membrane

basale (MB) et les cellules progénitrices (cellules souches et précurseurs immatures) en position

basale ou supra-basale.
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naux et ne surexprimant pas ERBB2). Le
sous-type ERBB2 se caractérise par une
forte expression de ERBB2 et des geénes
de I'unité d’amplification 17ql2 autour
de ERBB2 [11]. Ce sous-type peut étre
traité par un anticorps qui inhibe la
voie ERBB2 comme le trastuzumab (Her-
ceptine™) ou un inhibiteur de tyrosine
kinase comme le lapatinib [12]). Le
sous-type luminal B regrouperait des
cas luminaux moins différenciés que
les luminaux A et plus prolifératifs, et
le sous-type normal reste assez mal
défini. De nombreux cas de cancers du
sein ne peuvent étre inclus dans ces
sous-types et demandent a étre mieux
caractérisés.

Ces sous-types peuvent étre également
distingués au niveau protéique. Des étu-
des d’expression par immunohistochimie
sur tissue microarray ont permis d’iden-
tifier les sous-types luminaux et basaux
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ainsi que des marqueurs protéiques de sous-types,
comme la cadhérine P, la moésine et CD44 pour les can-
cers basaux [13-16].

La différence entre les cancers basaux et luminaux
est profonde. Il s’agit probablement de deux maladies
différentes. Cela exige leur reconnaissance en rou-
tine et un traitement approprié. Différentes formes
cliniques et histologiques de cancer du sein ont été
étudiées. Les cing sous-types sont observés dans les
cancers du sein inflammatoires [17], avec une prédo-
minance de cancers basaux et ERBB2 [18]. Les cancers
du sein médullaires sont exclusivement basaux [19],
de méme que les cancers héréditaires associés a une
mutation de BRCAI [20]. Les cancers du sein lobu-
laires seraient de deux types, luminal et normal [21,
22]. La possibilité d’intégrer ainsi progressivement la
classification histoclinique et la classification molé-
culaire [8] devrait permettre une meilleure approche
des traitements.

Quels sont les génes altérés
dans les cancers du sein ?

Lidentification de nouveaux génes cibles altérés est
nécessaire pour améliorer et diversifier les traite-
ments. Les genes dont I"implication dans "oncogenese
mammaire est prouvée sont encore peu nombreux,
mais leur effectif pourrait croitre rapidement. Certains
de ces génes sont activés par amplification de leur
région chromosomique, comme CCNDI (11q13) et ERBB2
(17q12). D’autres génes sont altérés par délétion,
mutation ou perte d’expression, comme CDHI (cad-
hérine €) dans les cancers lobulaires, TP53, et BRCAI
et BRCA2 dans les cancers héréditaires. La sous-unité
catalytique P110 de la phosphatidyl-inositol-3 kinase
est fréquemment mutée [23].

De nombreuses amplifications et délétions récurrentes
ciblant des régions chromosomiques précises ont été
identifiées par hybridation génomique comparative.
Cette approche, réalisée sur des cibles chromoso-
miques dans sa forme classique, et plus récemment
sur puces a ADN (CGH-array, comparative genomic
hybridization), montre deux types d’altérations. Le
premier type est représenté par des gains ou pertes de
grandes portions de matériel génétique. L'étendue de
ces altérations, qui peuvent impliquer un bras entier
de chromosome, rend difficile I’identification des
éléments importants pour I"oncogenése. Le deuxieme
type est fait d’altérations plus régionales, voire trés
localisées. C’est le cas notamment de I"amplification
du géne ESRI (ERa) qui serait retrouvée dans environ
20 % des cancers du sein. Cette amplification tres
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localisée sur le bras long du chromosome 6 serait prédictive de la
réponse au tamoxiféne (thérapeutique anti-cestrogéne trés utilisée
dans les cancers du sein) [24]. Les génes concernés par les alté-
rations localisées sont plus faciles a identifier, mais des études de
validation sont généralement nécessaires. Dans le cas de I"amplifi-
cation 8pl2 par exemple, le role de FGFR1, qui code pour un récep-
teur aux facteurs de croissance des fibroblastes, n’est toujours pas
bien établi [25-28]. Certaines amplifications ont été associées a des
impacts cliniques variables [29].

Depuis peu, la trés haute densité en oligonucléotides des puces a
ADN commerciales (exemple: Agilent 244A°, Affymetrix GeneChip
human mapping 500K set®; Illumina®, Nimblegen 385K®) permet, par
CGH-array, une détection exhaustive et résolutive des déséquilibres
génomiques [30]. Combinée a I’étude d’expression, voire a d’autres
analyses telles que la FISH (fluorescence in situ hybridization) et la
Q-PCR (quantitative polymerase chain reaction), I"approche CGH-
array @ haute résolution se révele trés puissante. Cela devrait per-
mettre d’identifier des régions et des génes altérés ayant échappé
jusqu’a maintenant aux analyses plus grossiéres, et de comparer plus
finement les génomes des sous-types moléculaires de cancer du sein
(pour revue, voir [31, 32]).

Dans le méme temps, des études de séquengage massif des cancers
[33-35] ont été entreprises. Les premiers résultats font état de muta-
tions dans de nombreux génes [33-35].

Grdce a I’ensemble de ces approches, un répertoire des altérations
présentes dans les cancers du sein sera bientot disponible. Chacune
de ces altérations devra faire Iobjet d’une validation fonctionnelle
prouvant son implication dans I"oncogenése mammaire. Cela pourra se
faire par différentes méthodes, par exemple modulation de I'expres-
sion (surexpression, inhibition d’expression par siARN) et utilisation
de modeles animaux. Un exemple de ce type de démarche est décrit
dans une étude récente sur le géne CRYAB, surexprimé dans les cancers
du sein de sous-type basal [36]. Une liste de cibles validées sera alors
disponible pour développer de nouveaux traitements.

Quelles sont les cellules a ’origine des cancers du sein ?

Uefficacité d’un traitement sera maximale s’il touche la bonne cel-
lule. Un nombre croissant d’arguments permettent de penser que le
cancer du sein se développe a partir des cellules souches mammaires
(ou de leurs descendants immédiats, les progéniteurs précoces)
apres une série d’altérations génétiques. Ces cellules, définies ainsi
comme cellules souches cancéreuses (CSC) et dotées de la capacité
a s’auto-renouveler, seraient les seules capables de pérenniser la
croissance de la tumeur. L'auto-renouvellement et la différenciation
seraient régulés par la division asymétrique, processus typique de la
cellule souche normale ou tumorale par lequel elle donne naissance
a une cellule fille identique et une cellule qui va s’engager dans la
voie de la différenciation. Les CSC pourraient également étre a Iori-
gine des métastases. Un traitement ne pourrait donc étre réellement
efficace que s’il cible et détruit ces CSC ou agit sur leur environne-
ment (la « niche »).



Le probleme majeur est d’isoler et de caractériser les CSC. Plusieurs
techniques ont été décrites afin d’isoler des cellules souches de
la glande mammaire normale ou cancéreuse. Certaines utilisent
les propriétés intrinseques de ces cellules a exclure les colorants
vitaux comme le Hoechst (identifiant une side population, SP [36,
371), d’autres leur capacité a survivre et & proliférer dans un milieu
sans sérum et en conditions non-adhérentes (formation d’agrégats,
mammosphéres ou « tumorospheres », par analogie avec le mode de
prolifération des cellules souches neurales sous forme de neurosphe-
res, décrites initialement [38, 39]), d’autres utilisent des marqueurs
de surface pour trier les cellules en cytométrie de flux. Dans cette
derniére catégorie, un phénotype particulier, CD44*/CD24°/lin” (lin,
lineage, désignant une combinaison d’antigénes spécifiques de
cellules différenciées), a été associé aux CSC mammaires humaines
[40]. Ces cellules ont été étudiées par puces a ADN et une signature
d’expression génique a été établie; elle est associée a une valeur
pronostique [40, 41]. Nous avons démontré récemment que cette
signature permettait de différencier les cancers du sein de sous-type

luminal versus basal, avec une surexpression dans le
sous-type basal des genes surexprimés dans les CSC
potentielles.
A coté de ces marqueurs de surface, un nouveau
marqueur témoignant de la fonction d’une enzyme
impliquée dans la différenciation, apparait trés pro-
metteur. Il s’agit de I'activité enzymatique de I'aldé-
hyde déshydrogénase (ALDH), qui intervient dans le
métabolisme oxydatif de I’acide rétinoique et qui est
mesurable par fluorescence grace a un kit commercial
approprié, Aldefluor (StemCell technologies, Vancou-
ver, Canada). Les cellules issues de mammoplastie
de réduction exprimant Iactivité ALDH sont capables
de reconstituer les différents lignages cellulaires de
I’épithélium mammaire normal in vitro et in vivo. Des
cellules issues de tumeur exprimant I'activité ALDH
sont jusqu’a 1000 fois plus tumorigenes que les cellu-
les Aldefluor-négatives, et peuvent reconstituer I’hé-
térogénéité de la tumeur
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Figure 2. Différenciation épithéliale mammaire normale et tumorale. A partir de cellules souches et leurs descen-

trés schématique
et treés provisoire

dants immédiats (progéniteurs bipotents prolifératifs), deux lignages cellulaires se développent, aboutissant a

des cellules matures différenciées. Le lignage luminal comprend des cellules capables de produire le lait pendant
la lactation. Le lignage myoépithélial entoure le précédent et comprend des cellules différenciées exprimant des
marqueurs du muscle lisse. Des marqueurs spécifiques de lignage et de stade de différenciation sont indiqués.
CK: cytokératine ; ER: récepteur des cestrogénes; SMA : actine du muscle lisse. Les altérations génétiques tou-
chent les cellules souches ou les progéniteurs (fleches rouges) produisant une tumeur faite de cellules immatures
si les capacités de différenciation sont limitées (tumeurs basales) ou de cellules progressant le long du lignage
luminal (tumeurs luminales). Le sous-type ERBB2 est représenté de facon spéculative car on ne connait pas la
cellule d’origine. Il est impossible de représenter le sous-type « normal » dont on sait trop peu de choses. Des

génes et altérations spécifiques de ces deux types de cancer sont indiqués. AR : auto-renouvellement.
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de dégager de grandes lignes cohérentes et un schéma
provisoire (Figure 2).

La dichotomie luminale/myoépithéliale cadre bien
avec la différence luminale/basale des cancers
du sein. Les cancers du sein auraient leur origine
au niveau des cellules souches ou progénitrices
(Figure 2). Selon le type d’altérations génétiques,
et probablement aussi selon I’environnement dans
lequel elles évoluent, les cellules issues des CSC
progresseraient de fagon plus ou moins importante
vers un stade différencié. Les cancers de sous-type
luminal proviendraient de CSC ou de progéniteurs
déja engagés donnant une descendance capable de
se différencier en cellules luminales de fagon plus ou
moins compléte (luminaux A et luminaux B, respec-
tivement). Les cancers de sous-type basal auraient
au contraire pour origine des cellules donnant une
descendance capable de s’engager dans la diffé-
renciation myoépithéliale ou dans les deux lignages.
Certains cancers du sein seraient ainsi constitués
de cellules relativement bien différenciées (cancers
luminaux A) et d’autres, au pronostic plus séveére
(cancers basaux, cancers luminaux B), de cellules
plus immatures (blocage précoce de la différencia-
tion) et proliférantes. La différenciation des cellules
tumorales ne va cependant pas jusqu’aux cellules a
différenciation terminale, comme les cellules glan-
dulaires produisant du lait ou les cellules myoépi-
théliales les plus matures. Des exceptions possibles
sont les rarissimes cancers sécrétoires, caractérisés
sur le plan moléculaire par le géne de fusion ETV6-
NTRK3 [42], et par les non moins rarissimes myoé-
pithéliomes. Les cancers ERBB2 pourraient dériver
de CSC ayant la capacité de s’orienter soit vers un
lignage, soit vers Iautre, soit vers les deux. Le sous-
type ERBB2 ne correspondrait pas a un lignage mais
a une anomalie génétique capable de conférer a la
tumeur des propriétés d’agressivité et un transcrip-
tome particulier.

Comme pour les leucémies le point de départ cellulaire du
cancer du sein pourrait étre double [43]. Le cancer peut
trouver son origine dans la cellule souche elle-méme.
Celle-ci étant dotée de capacité d’auto-renouvellement et
d’une longue durée de vie, les altérations génétiques sont
principalement a I'origine de la prolifération continue. Le
cancer pourrait au contraire débuter dans les progéniteurs
prolifératifs précoces. Les cancers basaux, tres proliféra-
tifs, pourraient dériver de tels progéniteurs. Les altérations
génétiques modifient alors le programme moléculaire de
facon a ce que la cellule acquiere auto-renouvellement
et survie prolongée. Les cancers issus de ces deux origines
pourraient avoir des propriétés différentes.
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Il 'est possible de placer sur ce schéma des listes de génes expri-
més de maniere spécifique dans tel ou tel lignage, et bient6t
des genes spécifiques des cellules souches mammaires. Les
avancées moléculaires et cellulaires, conjointes et cohérentes,
font progresser notre connaissance de Ioncogenése mammaire.
Cela devrait encore s’accélérer. U'application de méthodes de
criblage type ChIP on chip permettra d’établir des réseaux de
régulation de la différenciation et de définir une hiérarchie dans
leurs interactions [3, 44]. Les études génomiques permettront
de définir des altérations spécifiques de chaque sous-type de
cancer [45], comme par exemple Iamplification de la région
12p13 dans les cancers du sein basaux [29, 46]. De ces études
émergeront marqueurs et cibles permettant le développement de
I’arsenal thérapeutique et son application précise a chaque cas
de cancer. La caractérisation des CSC permettra de les cibler par
ces traitements adaptés.

Conclusions

Au total, on regroupe sans doute sous le terme de sous-type
moléculaire plusieurs catégories de différences, associées aux
lignages épithéliaux, aux stades de différenciation cellulaires et
aux influences des anomalies génétiques. Une meilleure définition
des sous-types moléculaires est donc nécessaire mais un modeéle
est né. Bien entendu, comme tous les modeéles, celui-ci est destiné
a étre amélioré, modifié, contesté, remplacé, jusqu’a ce qu’un
modele consensuel, plus juste, plus complet et plus précis, soit
utilisé en recherche comme en clinique. L'intérét de ce premier
modéle est néanmoins de montrer un début de cohérence et de
convergence issu d’études diverses, moléculaires et cellulaires,
et de poser les bases de réflexion pour les études et les prises en
charge futures de la maladie. ¢

SUMMARY

Towards an integrated cellular and molecular:

definition of breast cancers

Breast cancer is a major health problem as well as scientifically
poorly understood. Our knowledge of breast cancer is however
rapidly progressing in several directions. First, genomic studies
are establishing a new molecular classification of breast cancers.
Molecular subtypes have been identified and are being associated
with the histoclinical forms of breast cancers. Second, genetic
alterations are discovered and classified, generating new potential
therapeutical targets. Third, mammary stem cells have been identi-
fied in the normal mammary epithelium. Their altered counterparts
have been identified in tumors and are being characterized. These
combined studies allow a new integrated cellular and molecular
definition of breast cancers and a conceptual basis that will help
the management of the disease. ¢
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TIRES A PART
D. Birnbaum

Prix Allergan de la SFO 2007

domaine du glaucome.

lauréate du Prix 2007.

Les Laboratoires Allergan ont le plaisir de vous annoncer que le Prix Allergan de la SFO 2007
(Anciennement Prix Recherche & Glaucome) a été attribué cette année au Dr Nawel Amar
(Service d’Ophtalmologie du Pr Ch. Baudouin - CHNO des Quinze Vingts, Paris) pour un travail
original intitulé « Apport de la microscopie confocale pour [’étude des bulles de filtration
apres chirurgie du glaucome : une étude immunocytologique ». Ce prix a été décerné pendant
le congres de la SFO, le mardi 8 mai 2007.

Le Prix Allergan de la SFO récompense, a hauteur de 5.000 €, un travail de recherche original
pharmacologique, clinique, paraclinique ou thérapeutique réalisé par un ophtalmologiste dans le

Comité Scientifique 2007 : Professeurs Jean-Paul Renard (Hdpital Militaire du Val de Grace - Paris), Jean-Philippe
Nordmann (CHNO des Quinze-Vingts - Paris), Jean-Francois Rouland (Hpital Huriez - CHRU de Lille), Philippe Denis

(Hopital Edouard Herriot - Lyon), Docteurs Eric Sellem (Centre Ophtalmologique Kléber - Lyon) et Philippe Lassalle

(Laboratoire Allergan) sous la présidence du Pr Joseph Colin (CHU Pellegrin - Bordeaux), président de la Société Francaise d’Ophtalmologie.

Les Laboratoires Allergan renouvellent ce Prix pour 'année 2008, qui sera remis pendant le 114° Congres de la SFO, en mai 2008.

Les candidats devront soumettre leur dossier avant le 1* mars 2008.
Pour tout renseignement complémentaire sur les modalités de candidature, merci de vous adresser directement au secrétariat du Prix

au 0492924476 ou a ’adresse Email suivante : lassalle_philippe@allergan.com
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