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Résumé

Selon plusieurs évidences, la présence de cellules tumorales occultes dans la circulation
sanguine aux premicres ¢étapes du cancer du sein pourrait étre a 1’origine des Iésions
métastasiques. Plusieurs études de recherche ont montré que 1’utilisation de la RT-PCR en
temps réel pour la détection des cellules tumorales circulantes CTC offre la meilleure
sensibilité dans la quantification des marqueurs tumoraux. Présentement de routine, le suivi
du cancer du sein est réalisé par le dosage immunologique des marqueurs sériques CA15-3
et CEA. Cependant, la faible sensibilité de ces marqueurs aux stades précoces de la maladie
et leur manque de spécificité tissulaire ne permet pas leur utilisation pour le diagnostic et le
pronostic du cancer du sein. Le diagnostic de la maladie est plutdt basé sur 1’analyse d’une
biopsie de la tumeur ou des ganglions lymphatiques, des méthodes invasives, coliteuses et
peu adaptées pour un suivi de routine dans 1’évaluation du risque de rechute et de la réponse
au traitement. Malgré les études, la détection de ces cellules dans les laboratoires
hospitaliers est rare.

Nous avons envisagé de mettre en place un nouveau test RT-PCR pour la détection de
cellules malignes du cancer du sein dans la circulation. La spécificité et la sensibilité de
plusieurs marqueurs potentiels ont été comparées. Le but ultime de ce projet est d’offrir la
détection d’un ou d’une combinaison de ces marqueurs de routine aux patientes.

Nos résultats montrent une corrélation positive entre I’expression des ARNm des marqueurs
CK19 et de HER2 avec les données cliniques des patientes. De plus, la sensibilité et la
spécificité¢ des tests RT-PCR sont comparables a la littérature récente. Finalement, la
comparaison de notre test avec le dosage immunologique des marqueurs tumoraux sériques
CA15.3 et CEA a montré que la détection de la CK19 et de HER2 par RT-PCR est plus

sensible chez les patientes de cancer du sein métastatique.

Mots-clés : RT-PCR, ARNm, marqueurs tumoraux, cancer du sein, suivi de routine.
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Abstract

According to several evidences, the presence of occult tumor cells in blood circulation in
the early stages of breast cancer could be the origin of metastatic lesions. Recent research
studies have shown that the use of qRT-PCR for the detection of circulating tumor cells
CTC offers the best sensitivity in the quantification of tumor markers. Currently routine
monitoring of breast cancer is performed by immunoassay of serum markers CA15.3 and
CEA. However, the low sensitivity of these markers in the early stages of the disease and
the lack of tissue specificity does not allow their use in diagnosis and prognosis of breast
cancer. The diagnosis of the disease is rather based on the analysis of biopsies of the tumor
or lymph nodes. This is an invasive procedure, expensive and not suitable for routine
monitoring of the risk of relapse and response to treatment. Despite these studies, detection
of these cells in hospital laboratories is rare.

Our objective is to set up a new RT-PCR assay for the detection of malignant breast cancer
cells in the circulation. The specificity and sensitivity of some potential markers will be
compared. The ultimate goal of this project is to routinely offer the detection of one or of a
combination of these markers routinely to patients with breast cancer.

Our results show a positive correlation between the expression of CK19 and HER2 mRNA
with clinical data of patients. Furthermore, the sensitivity and specificity of our RT-PCR
tests are similar to the recent literature. Finally, the comparison of our test with the
immunoassay of serum tumor markers CEA and CA15.3 showed that the detection of HER2

and CK19 by RT-PCR is more sensitive in patients with metastatic breast cancer.

Keywords: RT-PCR, mRNA, tumor markers, breast cancer, routine monitoring
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1 Le cancer du sein

1.1 Epidémiologie

Au Canada, le cancer du sein représente la deuxiéme cause de
mortalité par cancer chez les femmes aprés celui des poumons. Il demeure
le cancer le plus fréquemment diagnostiqué. Au cours de sa vie, une
femme sur neuf développera un cancer du sein et 1 femme sur 29 sera
emportée par cette maladie. La survie relative au cancer du sein est plus
faible chez les femmes qui avaient 19 a 39 ans ou 80 a 99 ans au moment

du diagnostic que chez celles des autres groupes d’age.!

Le cancer du sein représente 28 % des cas de cancer chez les
femmes de plus de 69 ans et se classe au deuxiéme rang sur le plan de
mortalité et 19 % chez les femmes de moins de 50 ans.! Malgré le fait que
la moitié des cas diagnostiqués surviennent chez les femmes entre 50 et 69
ans, le nombre de déces par cancer du sein est plus élevé dans le groupe
de femmes ayant plus de 80 ans. Cette constatation suggére que les
programmes de dépistage par mammographie et les traitements pour la
prolongation de la vie chez les femmes entre 50 et 69 ans sont

avantageux. !

I1 est difficile de définir la cause exacte du cancer du sein mais
plusieurs facteurs sont attribués au risque de développement de cette

maladie.

La mutation de certains génes comme le BRCA1 et BRCA2 est responsable
de 5 a 10 % des cas de cancer du sein chez la femme. Ces génes jouent un
role dans le controle du développement des cellules cancéreuses et sont

appelés des génes suppresseurs de tumeurs. >



-2

L’exposition aux cestrogenes, les hormones impliquées dans le
développement du cancer du sein, semble augmenter chez les femmes le

risque d’atteinte de cette maladie. *

Les facteurs environnementaux, tels la consommation d’alcool, 1’obésité, une
alimentation riche en gras et en sucre, ainsi qu’un manque d’exercice
physique semblent aussi augmenter le risque de développer le cancer en

général et celui du sein en particulier.?

L’exposition a des rayonnements ionisants peut également induire le cancer
du sein, tel que démontré par des études faites sur la population de Nagasaki
ou de Hiroshima suite a la forte irradiation subie, en particulier si

I’exposition a eu lieu lors de la puberté.?

L’évolution dans les traitements contre le cancer depuis plusieurs
déccennies, perceptible a travers le développement des instruments de
chirurgie, les technologies de radiothérapie et la variété des produits de
chimiothérapie, a été le fruit de la compréhension de la biologie du
cancer. Le cancer est causé par les mutations affectant 1’expression ou la
fonction des génes. En caractérisant le génotype des tumeurs ou le patron
d’expression de leurs genes, il serait possible d’identifier avec précision le
type de chaque cancer et de prescrire un traitement «a la carte ». *
Certaines découvertes dans le traitement ciblé du cancer, comme la
commercialisation de I’Imatinib pour le traitement de la leucémie
my¢loide chronique et les tumeurs stromales, ou le Trastuzumab pour le

cancer du sein, ont été bénéfiques pour le pronostic de milliers de patients

atteints de cancer. °

Il est de plus en plus évident d’apres les percées en recherche

clinique que I’avenir du traitement du cancer sera la thérapie ciblée. ¢

Caractériser chaque type de tumeur, déceler les mécanismes biochimiques
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associés et identifier les biomarqueurs tumoraux impliqués sont des

objectifs de recherche actuelle pour mieux cibler les traitements.

1.2 Meécanisme de cancérogénése mammaire

Le sein est composé d’un tiers de matieres grasses et de tissus
conjonctifs et de deux tiers de lobules et canaux. Le lait est produit dans
les quelques 15 a 20 lobules et acheminé par les canaux galatophoriques
vers les orifices mamelonnaires. La glande mammaire est une glande
exocrine qui se développe chez la femme du stade feetal jusqu’a sa
ménopause. Tout au long de sa vie, I’évolution de la glande est déterminée
par des cycles de croissance et de différenciation de ses cellules
épithéliales. Ceci augmente le risque que ces cellules accumulent des

erreurs lors de la réplication des chromosomes. ’



(de Cooper)

Gangiions et canaux
lymphatiques

© CCSRO03 2004
Muscracion: Luarent Cammiczionl

Canaux galactophores

Figure 1 : L’anatomie du sein

Illustration de Laurence Canniccioni CCSR03-2004

Les étapes de la cancérisation sont I’initiation, la promotion et la
progression. L’initiation de la cancérisation se définit par I’accumulation
de plusieurs mutations géniques dans la cellule, ce qui méne a une
surexpression des facteurs pro-oncogénes. A la différence des cellules
normales qui sont saines et fonctionnent entre elles de fagon synchrone, les
cellules cancéreuses en phase de promotion sont indépendantes et ne
répondent plus aux signaux de régulation de croissance, échappant ainsi au
systeme d’apoptose. Si le corps est incapable de détruire ces cellules
malignes, leur multiplication incontro6lée peut mener a la formation de la
tumeur. ® La plupart des cancers du sein sont d’origine épithéliale, appelés

adénocarcinomes, et peuvent étre de type canalaires ou lobulaires.
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Il existe deux classes principales de carcinomes, les carcinomes

non infiltrants et les carcinomes infiltrants.

Les carcinomes non infiltrant, appelés aussi carcinomes in situ, représentent
15 % des cas de cancer du sein Ces tumeurs n’infiltrent pas les tissus
conjonctifs et la membrane basale n’est pas détruite. Il s’agit d’'une maladie
multicentrique, visible en 1ésions disséminées dans les différents quadrants du
sein mais dont le diagnostic reste difficile. On distingue le carcinome
canalaire in situ du lobulaire in situ. Ce dernier consiste en une prolifération

bénigne et présente un excellent pronostic.

Les carcinomes infiltrants représentent 75 % des cas de cancer du sein et la
plupart du temps il s’agit d’un carcinome canalaire infiltrant (70%) ou la
membrane basale a été détruite et les tissus conjonctifs du sein ont été

touchés.

La stadification du cancer du sein met en évidence la taille de la
tumeur et ’envahissement angiogénique.’ Cing stades sont définis pour le

cancer du sein :

Stade 0: Carcinomes lobulaires ou canalaires in situ ou les cellules

tumorales sont localisées dans la membrane.

Stade I: La tumeur mesure moins de 2 cm et est localisée uniquement

dans le sein. Les ganglions axillaires ne sont pas envahis.

Stade II : La tumeur mesure entre 2 et 5 cm. Les ganglions lymphatiques

avoisinants sont touchés.

Stade III: Les tissus voisins sont touchés ainsi que d’autres aires

ganglionnaires.

Stade IV : Présence de métastases dans d’autres organes. °



-6-

Le cancer du sein n’est pas une maladie unique mais un groupe de
plusieurs types de tumeurs qui ont chacune une histoire différente et

demande un traitement différent.

1.3 La cascade métastatique

Comme le statut métastatique est responsable de 90 % des déces

r 3 . . .
causés par cancer’, il est important de comprendre la formation des
métastases qui inclut dans sa premiére étape I’angiogenése. Ce
phénomeéne est défini par la formation de nouveaux vaisseaux sanguins a

partir de vaisseaux préexistants.

Cette cascade de formation de métastases commence par le
détachement des cellules du feuillet épithélial et la transition épithélio-
mésenchymateuse (TEM) de ces cellules permet ensuite leur passage dans
la circulation sanguine, ce qu’on appelle I’intravasation qui est la voie la
plus commune '% ! Les cellules s’arrétent ensuite dans un lit vasculaire
distant et peuvent quitter les vaisseaux pendant la phase d’extravasation.
La derniére étape, la colonisation, consiste a former des métastases dans
les tissus distants.'? Il est reconnu que certains cancers suivent un modéle
organe- spécifique pour le développement des métastases. Dans le cas du
cancer du sein, les organes généralement touchés par les métastases sont le
foie, le cerveau et les poumons. Il a été suggéré que les patrons de
circulation sanguine entre le site de la tumeur principale et celui de
I’organe secondaire soient suffisants pour tenir compte des modéles

organe-spécifique des métastases. '’

La transition épithélio-mésenchymateuse (TEM) est un mécanisme
polyvalent qui facilite le repositionnement des cellules durant le

développement embryonnaire, la régénération des tissus apres chirurgie, la
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carcinogenése et la formation des métastases. ' Il a été démontré qu’il n’y
a pas de preuves de changement d’identité ou de conversion des cellules
¢épithéliales en cellules mésenchymateuse in vivo et que seul le répertoire
biologique des cellules normales et tumorales est responsable des
événements et des processus observés pendant le développement
embryonnaire, la cicatrisation pathologique ou la  formation des

métastases tumorales. '

Tumeur primaire

Prolifération au site secondaire

EMT

o 0,0

Invasion

Intravasation

Arrét et extravasation
Figure 2 : La cascade métastatique

Les cellules tumorales primaires se détachent de la tumeur-mére. La
transition épithéliale mésenchymateuse joue un rdle dans I’entrée de ces
cellules dans la circulation sanguine et leurs déplacements vers 1’organe

secondaire, site de la formation des micro-métastases. ( Adapté de '?)



1.4 Les outils de diagnostic du cancer du sein

I1 existe plusieurs outils pour établir un bon diagnostic du cancer
du sein. Le médecin commence par palper la masse soupgonnée d’étre
cancéreuse dans le sein pour déterminer sa forme, sa taille et sa mobilité.
L’identification de 1’ampleur de la maladie est primordiale dans le
pronostic, le choix du traitement et la chronologie des thérapies proposées.
Le recours aux autres techniques d’imagerie ajoute de 1’information
concernant le type et la taille de la tumeur. Seul 1’examen histologique des

tissus par une biopsie confirme le diagnostic.

e La mammographie

La mammographie de dépistage est une technique de radiographie a trés
faible dose qui permet de visualiser les tissus mammaires 3. L’image de la
mammographie renseigne sur 1’opacité, le contour, le volume et la réaction
ou [’épaississement de la lésion. On recherche aussi les micro-
calcifications en cliché agrandi pour le diagnostic des cancers infra-
cliniques.'* Bien que les images fournies soient d’une sensibilité de 80 %,
plusieurs études controversées sur 1’utilisation de la radiologie en stade
précoce soulignent un niveau élevé de faux positifs ainsi que son
inconveniance et son cout ¢levé. Une autre limite dans 1'utilit¢ de la
mammographie est la densit¢ des seins. Un sein dense, tel que
fréquemment observé chez les jeunes femmes, rend I’interprétation des
clichés de I’imagerie plus difficile. Le médecin pourrait alors demander

un autre examen.



o L’échographie
Dans certains cas comme celui des seins denses, la mammographie peut
étre complétée par une échographie. C’est un examen qui utilise des ondes
sonores de haute fréquence pour produire des images afin de différencier
une masse liquide (kyste) d’une masse solide, d’identifier la région atteinte

ou de guider une biopsie.

e La biopsie

Il s’agit d’un prélévement de cellules, de tissus ou de ganglions afin d’étre
examiné en anatomopathologie. Seule la biopsie pourra confirmer un
diagnostic de cancer du sein. Cet examen histologique se fait sous guidage
échographique ou par tomodensitométrie. Il existe trois types principaux
de biopsies, soit la biopsie a aiguille fine, la micro biopsie et la biopsie par
forage. On peut procéder aussi a la biopsie de la peau ou du mamelon si le
médecin soupgonne un cancer inflammatoire ou la maladie de Paget,
respectivement.> Cependant, la biopsie est une méthode trés coliteuse et
peu adaptée a un suivi de routine étant donné qu’elle est invasive,
douloureuse et parfois impossible par manque d’accessibilité des 1ésions

mammaires. >

e Le dosage sérique des marqueurs tumoraux CA15.3

et CEA

Le dosage sérique permet l’évaluation des taux sanguins de certains
marqueurs dans la circulation. Ce dosage est utilis¢ pour des fins de
diagnostic ou dans le suivi des patients. Il existe deux principaux
marqueurs disponibles en clinique pour le suivi des patientes au cours de
leur maladie soient le CA15.3 et le CEA Le CA15.3 est un antigéne

décrit en 1985 par Tobias et al. qui est une glycoprotéine présente au pole
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ductal des cellules épithéliales dans de nombreux tissus comme le sein,
I’utérus et I’ovaire. Dans les tumeurs, elle est exprimée sur toute la surface
cellulaire et elle est relachée dans la circulation sanguine. L’augmentation
de I’expression du CA15.3 sérique correle avec le stade de la maladie et 88
a 97% des patientes qui ont un taux ¢levé lors du premier diagnostic vont

développer des métastases.

Le CEA est un antigéne carcinoembryonnaire identifi¢ en 1965 dans les
coupes histologiques de cancer du coOlon. C’est une glycoprotéine
impliquée dans 1’adhésion cellulaire. Le taux sérique de CEA peut étre
¢levé dans plusieurs cas de cancers (colon, foie, pancréas...). Son dosage
sérique est utilisé en combinaison avec le CA15.3 pour des fins de suivi du
cancer du sein métastatique. Il a été conclu que [’utilisation de
I’association de ces deux marqueurs pourrait augmenter la sensibilité¢ de
détection des récidives.'® 7 Environ 40 % des patientes métastatiques du
cancer du sein ont un taux sérique ¢levé de CEA mais 10 % de celles-ci

ont un taux élevé sans augmentation pour autant de l’expression du

CA15.3.1618

I1 a été démontré que ces deux marqueurs ont une faible sensibilité
aux stades précoces de la maladie et peuvent ne pas étre détectés dans tous
les types de cancers, ce qui a comme conséquence de donner de faux sujets
négatifs. Le manque de spécificité peut aussi donner des faux-positifs. En
effet, il a été démontré que les marqueurs CA15.3 et CEA n’augmentent
pas seulement dans le cas de cancer du sein mais aussi dans certains
affections bénignes (hépatopathies ou broncho-pneumopathies) ou dans
des états pathologiques tels que les cancers de I’ovaire, du poumon et de la

thyroide. '
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1.5 Recommandations canadiennes pour le suivi

du cancer du sein

e Cancer du sein en stade précoce :

Le cancer du sein est classifi¢ selon le systtme TNM (Tumeur,
Nodules, Métastases). Le suivi du cancer nouvellement diagnostiqué est
réalisé par une mammographie bilatérale et un ultrason du sein. Un bilan
complet d’analyse du sang est aussi recommandé¢ incluant la phosphatase

alcaline, les enzymes hépatiques et les plaquettes.

Le stade de la tumeur et D’atteinte des ganglions sont souvent
¢tablis suite a I’imagerie par résonance magnétique ou a la
mammographie. Si 1’envahissement ganglionnaire ne peut étre vu par
radiographie ou palpé par examen physique, une intervention chirurgicale
est nécessaire pour effectuer une recherche de ganglions sentinelles
touchés par la tumeur. Un échantillon tissulaire est envoy¢ en biopsie pour
confirmer le statut hormonal et le stade tumoral.’® En accord avec les
lignes directrices du Cancer Care Ontario, il n’est pas recommandé
d’utiliser la radiographie de la poitrine, la scintillographie osseuse ou
I’ultrasonographie du foie pour les premiers stades de cancer du sein
malgré leurs avantages potentiels dans la détection des métastases

distantes.

Malgré 1’approbation d’un systeme de détection des cellules
tumorales circulantes dans le sang par I’administration américaine Food
and Drug Administration FDA, 1’évaluation de ces cellules ne doit pas étre
prise en considération pour établir le diagnostic ou influencer le choix de
traitements chez les patientes atteintes de cancer du sein en stade primaire

ou avancé.’
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e Cancer du sein métastatique :

Le praticien peut se fier aux signes et aux symptomes comme les
douleurs localisées développées suite a une thérapie chez une patiente
pour soupconner la présence de métastases. Les tumeurs secondaires
distantes dans le cancer du sein se situent généralement dans le foie, les
poumons et les os. Pour 1’évaluation de la maladie dans ces sites,
I’utilisation de la radiologie est recommandée, dont la radiographie de la
poitrine, la tomographie de 1’abdomen, I’imagerie par résonance
magnétique IRM ou le scan des os. Ces techniques permettent de situer les
métastases distantes et d’évaluer I’ampleur de I’invasion tumorale.
Cependant, tel que décrit précédemment, ces pratiques présentent des
risques pour la santé¢ a long terme des patientes et sont peu adaptées au

suivi de routine.

Actuellement, en clinique, les marqueurs tumoraux sont déterminés
par dosage immunologique et le taux dans le sérum est comparé a
différents stades de la thérapie. Etant présent sur la surface des cellules
tumorales, le marqueur tumoral CA15.3 est libéré dans la circulation,
d’ou la corrélation de son taux avec le statut de la maladie. Le CA15.3 est
un marqueur sé€rique et son analyse est trés bien décrite pour la détection
des antigenes tumoraux circulants dans le sang périphérique des patientes.
Des études cliniques ont évalué¢ la performance de ces marqueurs dans le
diagnostic, le pronostic et la prédiction de récidives aprés chirurgie ou
radiothérapie.?’ Malgré qu’ils soient pertinents pour le pronostic ils ne sont
pas recommandés pour le cancer du sein en stade primaire. A I’instar de la
Société Ameéricaine d’Oncologie Clinique, il a été conclu au Canada en
2007 de ne pas utiliser ces marqueurs tumoraux dans le cancer du sein a
cause de I’insuffisance des études supportant la pertinence clinique de leur

utilisation dans le diagnostic ou le statut du cancer du sein. Leur utilité
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dans le suivi de routine n’a pas été prouvée cliniquement par des études

concluantes dans le cancer du sein métastatique.?’

2 Les cellules tumorales circulantes

21 Description

Les métastases sont décrites comme des cellules ayant franchit les
différentes étapes de la dissémination : I’invasion locale, , I’interaction des
cellules tumorales circulantes (CTC ) avec les composantes du sang,
I’extravasation, la dormance des cellules tumorales disséminées et enfin la

prolifération et la formation des métastases.?!

La présence des CTC a été initialement décrite par I’australien Thomas
Ashworth en 1869. Stephen Paget a publié¢ en 1889 dans the Lancet sa
fameuse hypothése the seed and soil soutenant que la formation des
métastases dans des organes spécifiques soit dépendante des cellules

cancéreuses (the seed) et de I’organe secondaire (the soil).'°
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pancreas breast colon

Théorie du
« seed and soil »

Stephen PAGET, 1889

Figure 3 : Théorie du «seed and soil»

Les cellules de la tumeur primitive (the seed) vont sélectionner le site de
I’organe hote dépendamment de la capacité des cellules du nouveau
microenvironnement (the soil) a réussir toutes les étapes de la colonisation.

(Ilustration de 22)

Les CTC représentent une population de cellules hétérogeénes qui
possedent différentes caractéristiques génétiques et antigéniques d’un type
spécifique de cancer. 2* Elles peuvent avoir aussi différentes formes et
tailles avec des intensités variables en cytokératines. Dans certains cas,
elles sont tout a fait distinctives et uniques dans un échantillon d’un patient
et donc bien repérables, alors que dans un autre échantillon leurs traits
cytologiques sont trés variables La taille de ces cellules est trés variable.
Leur noyau peut mesurer d’un tiers jusqu’a 4 fois la taille des noyaux des
cellules voisines. Cette caractérisation morphologique a été récemment
répertoriée grace aux travaux de recherche d’une équipe américaine en se

basant sur le principe d’une biopsie fluide des CTC en haute définition
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chez les patients métastatiques de cancer du sein, de prostate et du

pancréas.?*

Figure 4 : Image de CELL SEARCH vidéo, courtoisie de Veridex, LLC

aux laboratoires Mayo

Cellule tumorale en circulation présentant une forme et une couleur

différente de celle des globules rouges adjacentes.
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La TEM, décrite plus haut, joue un role trés important dans la
formation et la réparation des tissus et des organes du corps, mais elle est
responsable aussi de la progression des carcinomes a travers divers
mécanismes. Au cours de la TEM, le statut mésenchymateux des CTC leur
confére la possibilité de voyager vers d’autres organes distants ce qui leur
permet de se différencier en différents types de cellules durant le
développement et Iinitiation des métastases. Etant donné que les principes
actifs des traitements conventionnels du cancer ciblent des récepteurs
spécifiquement connus des cellules tumorales, les CTC métamorphosées
lors de  TEM peuvent ne pas exprimer ces agents thérapeutiques et donc
peuvent échapper aux traitements et permettre la progression de 1’invasion

tumorale distante. %

2.2 Utilité clinique

Les CTC sont impliquées non seulement dans le diagnostic, mais

aussi dans le pronostic et le suivi du cancer du sein.

Le diagnostic initial du cancer du sein est basé sur I’identification
et la caractérisation des cellules tumorales par une premicre biopsie des
carcinomes, et, a I’occasion, une seconde est effectuée pour confirmer que

les métastases distantes apparentes sont issues de la tumeur primaire.?

Dans le cancer du sein au stade primaire comme métastatique, les
CTC pourraient servir de facteur prédictif selon des études publiées par

26-29 1| ont démontré, dans une cohorte

des équipes de recherche en Gréce.
de patientes ayant subi une chirurgie et avant de recevoir une thérapie
adjuvante (c’est-a-dire traitement préventif des récidives), que la détection

des CTC serait associée a une possibilit¢é de survie sans rechute.*”
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D’autres publications ont associé¢ la détection des CTC dans le sang
périphérique de patientes aux différents stades du cancer du sein, a la
prédiction de la survie sans rechute et a la progression du statut
métastatique.’!>* Pour le cancer du sein métastatique, il a d’abord été
démontré que la plupart des CTC détectées dans le sang des patientes
présentent les caractéristiques de la TEM et des cellules souches
tumorales. Ensuite, les CTC exprimant les marqueurs spécifiques a la
TEM et aux cellules souches tumorales sont un indicateur de la résistance
des cellules a la thérapie et constitue un facteur de mauvais pronostic.>*
Cristofanilli et al. ont publié plusieurs études et ont décrit la présence de
CTC comme un facteur de pronostic important dans le cancer du sein
métastatique nouvellement diagnostiqué, et que leur détection correle

avec la progression de la maladie et la survie des patientes atteintes.>>: 3

Le suivi de la réponse au traitement est d’une grande importance
dans la progression de la maladie a cause de la variation de d’efficacité
des thérapies au cours d’un cancer. En effet, des publications suggerent
que les cellules cancéreuses du sein ayant un potentiel métastatique
circulent dans le sang treés tot dans la maladie avant de s’établir et de
s’installer en tumeurs secondaires. 3’ Au stade précoce du cancer du sein,
la présence des CTC permet aux cliniciens d’identifier les patientes qui
sont a risque de rechuter et ainsi de planifier des traitements additionnels.
En phase métastatique, le suivi des CTC permet aux oncologues d’adapter
les thérapies plus tot au cours de la progression de la maladie.*® Ainsi,
I’énumération des CTC au cours d’un traitement du cancer du sein
métastatique serait un marqueur biologique de réponse tumorale qui
permet 1’adaptation de la chimiothérapie aprés un seul cycle sans attendre
les rapports de radiologie fais habituellement aprés trois a quatre cycles de
chimiothérapie. Deux publications ont montré que 1’utilisation des CTC

pour le suivi apporte des informations indépendantes des rapports de
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radiologie ou des analyses sériques.>"* 3 La caractérisation moléculaire et
génétique des CTC, qui permet de dessiner un profil de chimiorésistance,
serait un atout pour les cliniciens dans leurs choix de régime de
chimiothérapie les plus efficaces a leurs patientes.*® En résumé, les études
des CTC montrent leur utilit¢ dans [D’identification du potentiel
métastatique de la maladie aux stades précoces, la gestion des risques de la
stratification dans les traitements adjuvants, le suivi de la réponse aux
traitements, 1’évaluation des rechutes et le développement éventuel des

thérapies anti-cancer individualisées.*’

2.3 Techniques de détection des CTC dans le cancer

du sein

Les CTC sont de rares composantes parmi des millions de cellules
circulantes dans le sang humain. Pour les identifier, les investigateurs se
sont basés sur la différence entre les cellules épithéliales versus les cellules
hématopoiétiques, et entre les cellules épithéliales saines versus malignes.
Ces différences sont déterminées par des caractéristiques physiques,
comme la taille et la masse, et aussi biologiques, comme 1’expression de
marqueurs spécifiques aux épithéliums ou aux tumeurs épithéliales
malignes. L’analyse des CTC est un parameétre trés prometteur dans
I’estimation du développement de métastases et le risque de rechute chez
les patientes atteintes de cancer du sein. Plusieurs systémes analytiques ont
été développés pour I’isolement, 1’enrichissement et la détection des CTC.
Ces techniques incluent des méthodes qui se basent sur la caractérisation
moléculaire et biologique comme la réaction en chaine par polymérisation
(PCR) ou des méthodes d’imagerie et d’outils de microfiltration et de

Micro Chip.
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La caractérisation moléculaire des CTC peut donner des
informations supplémentaires sur la nature biologique de ces cellules,
comme le statut des récepteurs hormonaux et les récepteurs des facteurs de
croissance. Ce qui permet aussi l’identification de nouvelles cibles
thérapeutiques, la compréhension des mécanismes de résistance aux
traitements et le suivi en temps réel des thérapies systémiques.*! Les
plates-formes qui présentent une haute sensibilité de détection des CTC
sont associées a un meilleur suivi de la maladie et une bonne efficacité¢ du
traitement. Dans la majorité des cas, la détection des CTC passe par deux

étapes analytiques : I’isolement-enrichissement et la détection.

Considérant leur rareté dans le sang humain, la premiére étape consiste en
I’enrichissement des cellules avant leur détection, en utilisant la
centrifugation par gradient de densité suivie d’une séparation Ficoll-
Hypaque ou une filtration immuno-magnétique.** ** La détection des CTC
est la seconde étape qui peut se faire principalement par les essais PCR
d’amplification de transcrits spécifiques de tissus ou par des techniques de
marquage cytologique avec des anticorps monoclonaux spécifiques aux

antigénes épithéliaux >
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Figure 5 : Illustration des technologies disponibles pour I’isolement
des CTC.

A partir du sang périphérique de patient atteint de cancer, les CTC sont
capturés avec des leucocytes contaminants. Divers technologies courantes
sont disponibles pour I’isolement des CTC. Des marqueurs fluorescents
peuvent servir dans la détection par imagerie ou par FISH. L’extraction
des ADN ou ARN des CTC permet leur séquengage ou leur quantification
par RT-PCR en temps réel (QRT-PCR). Les cellules viables peuvent étre

utilisées en culture pour des analyses d’expression géniques. (Adapté de
44)
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B1 Classic RT-PCR

Figure 6 : Les techniques de détection des CTC.

|

B2 Multiplex RT-PCR:
AdnaTestT
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e TR |

Deux approches différentes sont utilisées dans la détection des CTC. Il y a

d’abord D’approche basée sur I’imagerie qui regroupe les techniques

d’immnuocytochimie ICC, les systemes commerciaux CELL SEARCH et

le systetme ARIOL, la technologie d’imagerie par microscopie laser et

I’analyse de protéine par I’approche I’EPISPOT. 1l y a ensuite I’approche

moléculaire, basée sur I’amplification et la quantification par qRT-PCR

(classique et multiplex) ainsi que la technologie de Liquid bead array.

(Adapté de*!)
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Le «CELL SEARCH » est le principal systéme automatique
commercial et le seul approuvé par la FDA. Les cellules sont aspirées dans
des tubes spécifiques qui contiennent un stabilisateur et des billes
magnétiques  anti-EpCAM  (epithelial cell adhesion molecule).
L’immunomarquage avec ce dernier et avec des anti-cytokératines est
utilis¢ pour la saisie et la confirmation des cellules tumorales

respectivement.*!

Cette méthode standardisée a ¢été¢ validée par des
programmes de tests cliniques trés rigoureux dans le but de réaliser
I’énumération des CTC in vitro a partir du sang des patients atteints de
cancer métastatique du sein, du colon et de la prostate.> 4 Une étude en
phase III a été initiée en utilisant ce systéme pour tester si le changement
de chimiothérapie chez des patients, qui ont un niveau élevé de CTC dans
leur sang apres la premicre évaluation post chimio-thérapeutique, ajoute
une information clinique pertinente aux résultats du suivi de la maladie. *

Cependant, le désavantage principal du systtme CELL SEARCH est la

dépendance a la positivité des cellules au marqueur EpCAM.*!

Le « Adna test » est un systéme de sélection/détection qui comporte
deux étapes. La premiére étape consiste en 1’enrichissement des CTC in
vitro, du sang de patientes atteintes d’un cancer du sein, en utilisant des
anticorps anti-Mucine et anti-EpCAM. Aprés une transcription inverse qui
permet d’obtenir I’ADNc a partir de ’ARNm, la deuxieme étape est une
PCR multiplex qui permet de visualiser I’expression d’une variété de

marqueurs tumoraux.*¢47

Le « MAINTRAC » est spécialement congu pour la détection des
cellules tumorales épithéliales circulantes dans le sang total non séparé en
utilisant la cytométrie a balayage laser aprés une coloration des anticorps

fluorescents anti ~-EpCAM et anti-CD45.2%48
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Le test « EPISPOT » utilise une approche différente des autres
systémes basé sur la détection des protéines spécifiques de tumeurs
secrétées par les CTC et non pas sur les anticorps monoclonaux. *Cette
méthode permet de déterminer la fréquence de sécrétion de protéine par les
cellules tumorales et de les retracer par ces épitopes. Une culture cellulaire
est nécessaire dans cette méthode pour avoir une quantité suffisante de
protéines viables secrétées par les CTC.* Malgré qu’EPISPOT détecte
seulement les bonnes cellules tumorales viables qui peuvent étre étudiées
et suivies in vitro, aucune étude n’a été amorcée pour tester la pertinence

clinique de I’utilisation de cette technique dans le cancer du sein. 4

Le systéme « Ariol » est similaire a la méthode de CELL

SEARCH. 11 consiste a faire une étape d’enrichissement en utilisant des

anticorps de cytokératines CK et d’EpCAM couplés a des microbilles et la

détection se base sur les CK, le CD 45 et DAPL. #' L’inconvénient

commun des techniques de I’ARIOL, la cytométrie a balayage par laser,
est leur dépendance a la positivité au marqueur EpCAM 45 485051

Dans I’approche moléculaire, on trouve la technologie « Dy light »

qui est une autre méthode de détection des CTC avec une étape

d’enrichissement qui différe des précédentes. Aprés un processus de

filtration, la détection se fait via une multitude d’anticorps marqués

comme les CK, HER2, ALDH1, CD44, et le CD24. 42

La « RT-PCR » est la méthode de biologie moléculaire la plus
étudiée dans la détection des ARNm des marqueurs tumoraux dans le
cancer du sein. Plusieurs marqueurs ont ¢été documentés pour leur
utilisation chez les patientes atteintes d’un cancer du sein. Plusieurs études
ont étudi¢ la possibilit¢ d’utilisation de  marqueurs seuls ou en

combinaison pour augmenter la spécificité et la sensibilité du test. La
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méthode de détection de ’ARNm de la CK19 a été développée et brevetée
en utilisant la qRT- PCR chez les patientes atteintes de cancer du sein en

stade précoce.>® 3

2.4 Etudes de comparaison des différentes

méthodes de détection des CTC

Chaque méthode présente des avantages et des inconvénients.
Plusieurs études ont comparé ceux-ci afin d’évaluer leur potentiel

d’utilisation en clinique.

Le potentiel de la technique CELL SEARCH dans le pronostic, a été
évalué dans 1’é¢tude de Budd et al. qui a montré que ce systéme est plus
avantageux que la radiologie conventionnelle pour 1’évaluation de la
réponse aux traitements ainsi qu’a la prédiction de la survie totale des

patientes de cancer du sein métastatique.’!

Pour un méme type d’échantillons cliniques de patientes avec
cancer du sein métastatique, Van der Auwera ef al. ont mené une vaste
¢tude de comparaison entre les principales méthodes d’analyse et ont
conclu qu’il y a une concordance de 81% entre les approches CELL
SEARCH et Adna test, de 57 % entre CELL SEARCH et la RT-PCR et de
50 % entre Adna test et la RT-PCR.*” Dans une étude, la technologie de
CELL SEARCH a été comparée a MAINTRAC, qui sont deux analyses
basées sur 1’expression du récepteur de I’EpCAM a la surface des CTC
dans le sang. La conclusion de cette étude a évoqué la nette supériorité de
la détection et la confirmation morphologique des CTC par MAINTRAC

versus une simple détection des cellules tumorales dans le sang par CELL
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SEARCH. Aussi, en analysant les étapes d’enrichissement dans chacune
de ces technologies, il a été démontré que I’utilisation des billes
magnétiques réduit le nombre de cellules extraites par CELL SEARCH, ce
qui explique que MAINTRAC soit plus performant dans I’énumération des
CTC.% L’équipe de Fehm et al. a obtenu une corrélation de 50% entre
CELL SEARCH et Adnatest dans une cohorte de 245 patientes

métastatiques.>®

Une autre étude sur la corrélation des techniques pour la détection
des CTC dans une cohorte de 80 patientes avec cancer du sein
métastatique et de 20 sujets sains a conclu que la corrélation entre CELL
SEARCH system et la qRT-PCR est de 88 %. Dans cette étude, le taux le
plus ¢élevé de positivité des échantillons des deux groupes a été observé
avec la qRT-PCR en utilisant les marqueurs CK19 et le marqueur tumoral
mammaire la mammaglobine. Ce qui meéne a conclure que cette méthode

est la plus sensible pour la détection des CTC. >’

Dans une évaluation du potentiel clinique du suivi de la maladie
par RT-PCR, I’équipe de Becker et al. a obtenu une concordance de 73 %
avec la RT-PCR par rapport a une approche basée sur
I’immunocytochimie classique (/CC). L’étude a démontré 1’utilité clinique
du suivi de routine du cancer du sein par RT-PCR via une détection

précoce des récidives et des métastases.>®
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2.5 Les marqueurs tumoraux des CTC
2.5.1 Les marqueurs tumoraux :

Les marqueurs tumoraux sont des substances trouvées dans les
liquides biologiques en réponse a un cancer, d’ou la désignation de
biomarqueur tumoral. Ce sont des molécules ou des fonctions cellulaires
caractéristiques d’un cancer ou d’une personne a haut risque de cancer par
rapport a sa contrepartic normale. Ils peuvent étre associés a une
caractéristique donnée du processus tumoral, comme 1’invasion ou la
résistance aux thérapies.”® Un biomarqueur peut étre de I’ADN, de
I’ARNm ou une protéine. Il peut s’agir d’un facteur pronostic ou d’un

facteur prédictif, selon le contexte pathologique et le tissu investigué :

-Un biomarqueur tumoral est dit pronostique lorsqu’il est évalué chez un
patient qui ne regoit pas un traitement ou n’est pas suivi dans un protocole
standard. Il permet d’estimer le potentiel évolutif tumoral chez un patient et

d’identifier ceux qui nécessitent une thérapie adjuvante.

-Un biomarqueur prédictif d’une réponse a une thérapie est évalué de facon
statistique en comparant les tests randomisés entre les patients subissant un
traitement standard et ceux qui sont en absence de traitement. La valeur
prédictive est alors obtenue par 1’analyse de 1’interaction entre le traitement et

le statut du marqueur sélectionné.®

L’utilité d’un biomarqueur tumoral dépend du stade de la tumeur. I1
apporte une information nouvelle et supplémentaire utile dans la décision
clinique et doit étre pris en considération dans des cas spécifiques et ne
peut pas étre utilisé isolément. Selon une théorie commune des experts en
pharmacologie et en biochimie clinique, la validation d’un biomarqueur
doit passer d’abord par I’évaluation du niveau d’évidence de son utilité

clinique. Cette évaluation inclut plusieurs paramétres comme 1’évidence
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biologique, ensuite la définition de la cible moléculaire et finalement la

définition de la méthode analytique.®!

Le choix d’un marqueur tumoral est basé sur sa spécificité et sa
sensibilité. La sensibilité est définie par la proportion de résultats positifs
chez les sujets atteints de la maladie. Alors que la spécificité est la

proportion de résultats négatifs chez les sujets sains.

Dans le cancer du sein, un marqueur tumoral idéal doit étre
exprimé uniquement dans les cellules cancéreuses du sein et détecté a de
trés faibles concentrations. Son niveau d’expression doit corréler avec le
stade de la tumeur, prédire le pronostic et ajoute de I’information
concernant la réponse au traitement. Par contre aucun des marqueurs

rapportés dans la littérature ne répond a tous ces criteres.
2.5.2 Marqueurs tumoraux utilisés dans la détection des CTC :

L’¢tude du profil d’expression d’un geéne marqueur est rendue
possible grace aux avancées technologiques des outils de biologie
moléculaire. Outre les marqueurs CA15.3 et CEA du cancer du sein, il

existe d’autres marqueurs étudiés et documentés pour la détection des

CTC:

La mammaglobine est exprimée exclusivement dans les cellules
¢épithéliales mammaires, et surexprimée dans un sous-groupe de cancers du
sein métastasiques.®> Des études ont montré la présence de I’ARNm de la
mammaglobine dans les cellules tumorales disséminées dans le sang, les
ganglions lymphatiques et la moelle osseuse.®* % Chez des femmes
atteintes de cancer du sein non traité, la présence de ’ARNm de la
mammaglobine a été observée dans 62 % des cas et chez aucune des 50

femmes témoins.®> Dans une autre étude, la présence de ’ARNm de la
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mammaglobine a été associée au stade de la tumeur et au statut nodal.
La présence de I’ARNm de la mammaglobine dans la circulation chez les
femmes atteintes de cancer du sein a ét¢ démontrée dans 41 % des cas de
femmes atteintes en stade IV comparativement a 2 % seulement pour les

tumeurs de patientes de stade I ¢’.

Les cytokératines sont des filaments intermédiaires que 1’on
retrouve dans les cellules épithéliales. Leur expression spécifique dans les
cellules épithéliales permet 1’identification de cellules tumorales d’origine
¢épithéliale. Leurs profils d’expression sont différents selon I’origine de la
tumeur. Pour le cancer du sein, les marqueurs potentiels rapportés dans la

littérature sont principalement les CK7, CK19 et CK20.

La CK19, un marqueur trés documenté dans la littérature pour le
suivi du cancer du sein, a démontré une spécificit¢ de 98 % dans une
cohorte de 77 patientes de cancer du sein de stade I/ I et 47 % au stade IV
en comparaison a 89 donneuses saines. La CK19 a été détectée chez 31%
de patientes de stade I/II avant le traitement de la chimiothérapie alors
qu’il en restait que 7 % suite au traitement. Chez des patientes qui ont des
métastases (stade IV), ’ARNm de la CK19 a été détecté¢ dans 42% des
patientes post chimiothérapie.’® % D’autres études ont confirmé la
corrélation entre la CK19 et la réponse au traitement. Dans une cohorte de
111 patientes au stade I/II, ’ARNm de la CK19 a été observé dans 31 %
de patientes avec le statut nodal NO et 38 % de celles avec le statut N1.
Aprés la chimiothérapie, la CK19 est non détectée dans le sang de
patientes avec le statut nodal No alors qu’elle a été détectée dans 50 % des
patientes avec le statut N1. Le suivi des patientes sur une période de 4
mois a révélé une rechute chez 13 % des cas de patientes N1 et aucune

rechute chez celles N0.°* 3% % Gaforio et al. a montré que la détection de



-20 -

cellules CK19 positives est associée a un mauvais pronostic et une absence

de réponse a la chimiothérapie®.

L’ARNm de la CK7 a été détecté dans la circulation sanguine de
206 patientes atteintes, avant et une année suite a une intervention
chirurgicale. Avant la chirurgie, 18 % de patientes étaient positives a la

CK7, correspondait 2 un mauvais pronostic de survie et de rechute.®’

La CK20 a démontré une spécificité de 100 % dans une cohorte de
150 sujets sains, 99 patientes avec un cancer colorectal et 110 patientes
avec une cancer du sein. La positivité a la CK20 était associée a 29 % des
cancers du sein et 22 % des cancers colorectaux, mais la corrélation avec

le potentiel métastasique n’est montrée que pour le cancer du sein.”

L’EpCAM est une protéine transmembranaire qui code pour le
gene GA733-2. Elle joue un rdle dans 1’adhésion, la différenciation, la
signalisation et la prolifération cellulaire. Son expression accrue est
associée a 1’adhérence inter-cellulaire. L’EpCAM est un marqueur utilisé
dans les examens histologiques. L’antigéne EpCAM est fortement exprimeé
par les tumeurs d’origine épithéliale. La quantification de I’ARNm de ce
marqueur par PCR en temps réel chez des sujets sains et des patientes avec
cancer du sein primaire et métastatique a montré la valeur pronostique de
cette molécule’!. D’autres études ont suggéré des traitements ciblés
(immunothérapie) avec I’EpCAM  basés sur des analyses

d’immunohistochimie.’?

La maspine est une protéine apparentée aux inhibiteurs de
protéases de la famille des serpines. Tout comme la mammaglobine, elle
est extrémement spécifique aux cellules épithéliales mammaires. Une
régulation négative de la maspine dans les lignées cellulaires de cancer du

sein primaire et métastatique a été rapportée, mais cet effet est en
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contradiction avec plusieurs études cliniques.” Dans une étude récente,
I’ARNm de la maspine a été détecté dans le sang périphérique de 27
femmes saines et de 140 patientes atteintes d’un cancer du sein non traité.
Une spécificité de 89 % et une sensibilité de 24 % ont été rapportées. Dans
cette méme étude, la présence de la maspine corrélait avec la prolifération

1. Une autre

cellulaire de la tumeur primaire, ainsi qu’avec le statut noda
¢étude, dans laquelle ’ARNm de la maspine était comparée avec la CK19
et le CEA, a démontré une spécificité de 100 % de la maspine. L’étude a
été effectuée chez 54 donneuses saines, 28 patientes avec un cancer
hématologique, 31 patientes avec un cancer colorectal métastatique, 75
patientes avec un cancer du sein opérable et 50 avec un cancer du sein
métastasique. L’ARNm de la maspine n’était pas détectable chez les sujets
sains ou atteints de cancers hématologiques ou colorectaux, mais était
détecté dans 9 % des cancers du sein opérables et 14 % des cancers du sein

métastasiques. La positivité de ’ARNm de la maspine était alors en

corrélation avec la grosseur de la tumeur aux stades précoces du cancer. >*

Le CEA est un marqueur spécifique aux cellules épithéliales. En
plus d’augmenter la sensibilit¢ de 1’essai lorsque détecté parallélement
avec d’autres marqueurs, les informations apportées par la détection
d’ARNm du CEA pour le pronostic suite a une chirurgie sont importantes.
Dans une étude portant sur 100 patientes avec un cancer du sein sans
infiltration nodulaire, des échantillons sanguins avant et 2-3 semaines suite
a la chirurgie ont été évalués. Les patientes dont 1’échantillon était positif
pour ’ARNm du CEA avaient un taux de survie plus faible que celles dont
I’ARNm n’était pas détectable. Les plus faibles taux de survie ont été
observés chez les patientes pour lesquelles ’ARNm de CEA était positif
dans les échantillons pré- et post-chirurgie’. Une étude comparable a été
réalisée chez 32 patientes atteintes de différents stades de cancer du sein.

La détection de ’ARNm du CEA était alors associée a une évidence de
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maladie résiduelle.”> Dans une étude portant sur 28 témoins, 20 femmes
avec une lésion bénigne du sein et 108 patientes avec un cancer du sein
localisé ou avec métastases, la détection combinée de I’ARNm de la CK19
et du CEA a démontré une augmentation du taux de détection de

micrométastases dans le sang périphérique.’s

Les molécules d’adhésion cellulaire jouent un role majeur dans le
phénoméne de progression tumorale, via une régulation des interactions
cellule-cellule et cellule-matrice. CD44 est un récepteur transmembranaire
impliqué dans la progression tumorale et la formation de métastases.
Plusieurs variants de la forme standard sont générés par 1’épissage
alternatif de ’ARNm de CD44, dont le variant 6 (CD44v6). Un role de

CD44v6 a été proposé dans le cancer du sein et I’angiogenése.”” 78

HER2/neu appelé aussi ErbB2 est un géene membre de la famille
des geénes qui codent pour les récepteurs transmembranaires des facteurs
de croissance. Le type de cancer du sein HER2-positif tire son nom de la
surexpression du géene HER2. Les cancers HER2-négatif ont un meilleur
pronostic que le type HER2 positif. Plusieurs études se sont intéressées a
la valeur clinique de I’expression du HER2.” En effet, la présence de
I’ARNm de HER2 dans le sang des patientes a été associée a un degré de
malignité élevé et un phénotype de cancer agressif. Dans une cohorte de
106 patientes, 1’expression de I’ARNm corréle avec la présence des
cellules tumorales circulantes.®® Des études de recherche ont conclu que la
présence d’un taux élevé de ce marqueur dans le sang est prédictive d’une
réponse non favorable a la thérapie hormonale ou a la chimiothérapie chez
les patientes de cancer du sein métastatique. ! Une autre publication a
montré que la surexpression de HER2 joue un réle dans I’induction de la

chimiorésistance. 32
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2.6 Approche moléculaire dans la détection des

CTC

La PCR est une réaction en chaine au cours de laquelle des brins
d’ADN néo synthétisés pendant un cycle d’amplification servent comme
matrice pour le cycle suivant. L’utilisation de I’enzyme « ADN
polymérase » résistante a des températures trés élevées qu’on appelle, la
Taq polymérase, permet une automatisation de la technique. Cette Taq
polymérase, crée par K. Mullis en 1985 (Prix Nobel dés 1993), permet
alors la synthése d’un nouveau brin d’ADN a partir du brin existant

d’ADNec.

Un cycle de PCR est composé¢ de 3 <étapes: dénaturation,
hybridation et ¢longation. Ce cycle est répété de nombreuses fois au cours
de la réaction. Ainsi, la réaction en chaine aboutit a une accumulation
exponentielle théorique de 2" fois par molécule d’ADN. En effet,
I’amplification se fait suivant la relation mathématique suivante : N = No x
2" (ou N est le nombre final de molécules amplifiées, No le nombre initial
de molécules et n le nombre de cycles d’amplification). La PCR en temps
réel est une puissante innovation pour 1’étude de I’expression des acides
ribonucléiques messagers a de trés faibles concentrations. Le temps réel
vient du fait que les produits formés par PCR sont visualisés au fur et a
mesure dans le temps. Plusieurs systémes ont permis 1’analyse du
transcriptome et le séquengage du génome humain et ['utilité des
expressions des ARNm comme approche d’analyse multiparamétrique
dans les cancers et leurs microenvironnements tissulaires a ét¢ démontrée
dans beaucoup de publications. 3% La qRT-PCR est la méthode
moléculaire la plus documentée pour la détection des CTC chez les

patientes atteintes de cancer du sein.> C’est une méthode trés sensible
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pour la quantification des ARNm qui pourrait distinguer d’une a dix

cellules tumorales parmi 10° cellules mononuclées normales.?’- 88

Plusieurs plateformes sont disponibles sur le marché pour la
détection des acides nucléiques par PCR basée sur le transfert d’énergie
par résonance de fluorescence FRET en utilisant des sondes d’hybridation
ou des systemes TagMan. Ces systémes ne sont pas appropriés pour une
application de suivi de routine a cause de leurs prix trés dispendieux.
Parmi les appareils commerciaux économiques qui peuvent procéder a la
PCR avec l’agent fluorescent SYBR Green I, on trouve le « Light
Cycler » de Roche Diagnostics utilisé dans le cadre de cette étude (Figure
7). C’est un thermocycleur a air pulsé couplé a un micro-spectro-
fluorimeétre. Il est connecté a un ordinateur qui permet de suivre les
réactions et d’acquérir les données en temps réel. Ce systéme permet de
chauffer 1’échantillon avec un rythme de 20°C par seconde ce qui est une
puissance dix fois plus importante que les thermocycleurs classiques. Par
conséquent, une routine de PCR sur le Light Cycler de 30 a 40 cycles

pourrait se faire en 30 minutes.
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Light Cycler™

»LED 488 nm
»Filtres 532, 635, 710 nm

fluorimetre

Figure7 : Le systtme de PCR en temps réel Light Cycler de Roche
Diagnostics

Le light cycler est un thermocycleur a air pulsé pouvant comprendre
jusqu’a 32 capillaires. Il fonctionne avec une lumic¢re LED de longueur
d’onde 488 nm. Il est couplé a un fluorimeétre qui permet de suivre en

temps réel I’amplification des échantillons.

L’agent fluorescent utilis¢, le SYBR « Sybr Green », se lie a I’ADN double
brin et émet une fluorescence qui est mesurée a la fin de 1’¢longation. Les
données, sous forme de courbe sigmoide, représente I’intensité  de

fluorescence en fonction du nombre de cycles d’amplification (Figure 8).
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Figure 8 : Courbe d’amplification par PCR en temps réel
L’amplification est calculée par le logiciel du Light Cycler et est présentée
sous la forme d’une courbe de I’intensité de fluorescence en fonction du

nombre de cycle.

La premiere étape du cycle s’effectue a trés haute température
(95°C) permet la dénaturation des brins d’ADN.par la suite, la chute
rapide de la température en continu vers la température d’hybridation des
amorces permet 1’obtention d’une courbe sigmoide lorsque la température

de fusion est atteinte.

Chaque produit amplifi¢ a une température de fusion spécifique ce qui
permet de différencier les produits amplifiés. A cette température, la

moiti¢ de la quantité du produit est sous la forme d’ADN double brin et
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I’autre moitié simple brin. Le logiciel du Light Cycler produit alors une

courbe de la dérivée premicre de la fluorescence en fonction de la température

(— dF/dT). La courbe obtenue montre un pic qui correspond & une température

de fusion unique pour chacun des produits amplifiés selon la taille et la

quantité en oligonucléotides du produit de départ (Figure 9).
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Figure 9 : Courbe de dénaturation et courbe de fusion

Courbe de dénaturation des brins d’ADN (en haut) et courbe de fusion du

produit (en bas)
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3 Projet de recherche

3.1 Problématique

Le suivi de routine du cancer du sein est réalis¢ par le dosage
immunologique des marqueurs tumoraux CA15.3 et CEA. Cependant, la
faible sensibilité de ces marqueurs aux stades précoces de la maladie et
leur manque de spécificité tissulaire ne permet pas leur utilisation pour le
diagnostic et le pronostic du cancer du sein %°. Le diagnostic de la maladie
est plutot basé sur ’analyse d’une biopsie de la tumeur ou des ganglions
lymphatiques, des méthodes invasives, colteuses et peu adaptées pour un
suivi de routine dans 1’évaluation du risque de rechute et de la réponse aux
thérapies. L’identification de marqueurs sensibles et spécifiques pour la

détection des cellules cancéreuses circulantes serait donc souhaitable.

3.2 Hypothése

De nombreuses études ont démontrées un lien entre la présence de
cellules cancéreuses circulantes et le risque de rechute de la maladie.
Malgré ces études, 1’application de celles-ci dans les laboratoires en milieu
hospitaliers est rare. En routine, les principaux marqueurs offerts pour le
suivi des patientes atteintes du cancer du sein demeurent le CA15.3 et le
CEA, dont le dosage immunologique est automatisé. Bien que le dosage de
ces marqueurs protéiques soit recommandé dans certains cas dans les
lignes directrices en vigueur, ceux-ci possédent leurs limites. Etant donné
que la RT-PCR posséde une sensibilité considérablement supérieure a
celle d’un dosage immunologique, nous émettons 1’hypothése que la
détection plus rapide des CTC par RT-PCR permettra d’initier plus tot les

traitements nécessaires.
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3.3 Objectifs

Mise au point d’un test RT-PCR en temps réel pour le dosage des

marqueurs tumoraux;

Détermination de la sensibilité et la spécificité diagnostiques du

test;

Comparaison du test RT-PCR avec le dosage immunologique
actuel des marqueurs CA15.3 et CEA et les caractéristiques

cliniques.



Méthodologie

-390 .
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1. Consentement d’éthique

Cette étude a été approuvée par le comité d’éthique du Centre
hospitalier de 1’Universit¢ de Montréal (ND06.076) et tous les sujets
recrutés ont €été informé du déroulement du projet de recherche. Les

patientes ont signé¢ un formulaire de consentement détaillé.

2. Classification des sujets

Les participants sont divisé€s en trois groupes : groupe de sujets de
référence (Réf), groupe de patientes avec cancer du sein nouvellement
diagnostiqué sans métastase apparente (Grl) et un groupe de patientes avec
des métastases distantes (Grll). Les patientes nouvellement diagnostiquées
ont été recrutées lors de leur premicre visite chez 1’oncologue et les
échantillons ont été prélevés par une infirmiére. Le choix des patientes du
groupe Il est basé sur leurs données cliniques et les résultats des tests
biochimiques et pathologiques disponibles dans leur dossier clinique au
CHUM (OACIS). Lors de leur visite de routine chez le médecin traitant,
les patientes ont été prélevées soit avant de débuter leur chimiothérapie ou
a la fin des premiers cycles de traitement. Aucun prélévement n’a été fait

pour les patientes pendant leur cycle de thérapie.

3. Recrutement des sujets de référence

Les sujets ont été recrutés au centre de prélévement de 1’hopital
Saint-Luc du CHUM selon plusieurs critéres d’inclusion et d’exclusion.
Apres avoir eu une explication vulgarisée du projet, les sujets ont répondu
volontairement a un questionnaire de santé¢ général et ont accepté que 1’on
préléve un volume de 28 ml de sang, soit quatre tubes Na-EDTA de 7 ml.
Les criteres d’inclusion étaient : des hommes et des femmes entre 18 et 35

ans, n’ayant aucun probléme de santé apparent. Les critéres d’exclusion
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¢taient : aucun des sujets ne présente une histoire de maladie auto-immune
ou inflammatoire chronique ni de chirurgie ou d’infection au cours des
trois mois précédant le prélévement sanguin. Les sujets de référence n’ont
aucun antécédent de cancer individuel ou familial. Toutes les femmes
recrutées ont confirmé¢ qu’elles n’étaient pas enceintes. Le tableau I
présente les caractéristiques des sujets du groupe de référence. Les
échantillons récoltés ont ¢été traités dans les deux heures suivant le

prélevement afin d’éviter la dégradation de I’ARN par les RNases.

4. Recrutement des patientes avec cancer du sein

Les patientes avec cancer du sein ont été recrutées au centre
d’investigation intégrée de 1’hopital Hotel-Dieu de Montréal. Apres avoir
expliqué les modalités de participation a ce projet de recherche, des
formulaires d’explication et de consentement ont été remis a chacune des
patientes. A leur visite de routine, le médecin traitant a répondu aux
questionnements des patientes a propos de 1’étude. Les prélévements ont
été effectués au centre de prélévement de 1’Hopital Hotel-Dieu ou celui de
Notre-Dame. Aucune participante choisie n’a abandonnée ou a été exclue
de I’étude. Un seul prélévement a été effectué, par ponction veineuse, et
est composé de quatre tubes lavande Na-EDTA et un tube doré avec un gel
activateur de coagulation pour un total de 32 ml de sang veineux. Le sang
recueilli dans les tubes Na-EDTA a servi a I’analyse des marqueurs tumoraux
par RT-PCR alors que celui recueilli dans les tubes dorés a servi au dosage
des marqueurs tumoraux dans le sérum. Les échantillons récoltés ont été

traités dans les deux heures suivant le prélévement afin d’éviter la dégradation

de I’ARN par les RNases.
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5. Lignée cellulaire cancéreuse

La mise au point de la méthode de dosage par RT-PCR a été
réalisée a partir de la lignée cellulaire MCF7. Ce sont des cellules
épithéliales d’origine mammaire issue en 1970 d’une femme caucasienne
de 69 ans. Cette lignée cancéreuse adhérente est différenciée et elle
exprime de facon endogéne deux formes du récepteur aux cestrogenes,
REa et REB. Cette lignée est utilisée dans plusieurs laboratoires de
recherche dans les études in vitro du cancer du sein.”®®? La courbe
standard est produite par une dilution sériée de I’ADNc synthétisé a partir

de I’ARN de cellules MCF7.

6. Extraction d’ARN

L’extraction d’ARN total des échantillons a été faite d’une fagon
uniforme et stérile pour tous les sujets en utilisant la méme trousse
commerciale « Qiamp RNA Blood Mini Kits» et en suivant les

instructions du manufacturier.

Un volume de 3 ml de sang a ét¢ homogénéisé dans 20 ml de tampon de lyse
de globules rouges (Tampon EL). Aprés une incubation sur glace de 20
minutes et une centrifugation de 10 min (a une vitesse de 1500 RPM), le culot
a été suspendu dans le méme tampon de lyse. La solution a été incubée 20
minutes sur glace et centrifugée pendant 10 min a 1500 RPM une deuxiéme
fois. Le culot cellulaire obtenu a été reconstitué dans une solution de lyse de
globules blancs (Tampon RLT), a laquelle est ajouté du Beta-mercaptoéthanol
pour stabiliser I’ARN. L’homogénéisation du lysat obtenu a été faite par une
bréve centrifugation de la colonne QIAshredder de la trousse. Ensuite
I’addition de I’éthanol 70 % permettra la liaison de I’ARN a la membrane de
la colonne. L’ajout d’une DNase (30 K unit de DNase dissoute dans 10 ul

d’eau et 70 pl de tampon RDD) assure la digestion de I’ADN génomique qui
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peut contaminer I’ARN total. Trois étapes de lavage des contaminants en
utilisant les tampons RW1 et RPE et une étape d’élution de I’ARN pur dans

I’eau sans RNase suivent ce processus.

La pureté de ’ARN a été déterminée par le ratio des absorbances a
260nm / 280nm apres une calibration du spectrophotometre ultrospec3100
(BioCcHEM- England). Un ARN pur accepté présente un ratio A260/A280
entre 1,9 et 2,1.

La concentration en ARN total (ARNit) a été calculée en tenant compte de
I’absorbance a 260nm et de la dilution effectuée dans I’eau pour la lecture des
densités optiques.

Une quantité de 200 ng d’ARN est marquée au bromure d’éthidium et
déposée sur un gel d’agarose 1% afin de vérifier I'intégrit¢é de 1’ ARNiot
extrait. La migration a été faite a 90 V pendant 35 min. La présence de deux
bandes correspondant aux composantes 18S et 28S de I’ARN ribosomal,

visualisées par ultra violet UV, confirme I’intégrité de I’ARN purifié.

7. La transcription inverse

Une quantité de 150 ng d’ARNiot des échantillons ou des standards
est mélangée avec des hexameres randomisées pour générer des ADN
complémentaires (ADNCc). La synthése des ADNc est effectuée dans un
volume total de 20 ul en utilisant 50 uM d’hexameres, 40 U d’inhibiteur
RNasine, 200 U de I’enzyme transcriptase inverse M-MLV (Moloney
Murine Leukemia Virus), 50 mM de Tris HCI, 75 mM de KCI, 3 mM du
MgClz, 10 mM du dithiothreiitol et 50 mM de dNTP. Un contrdle négatif
qui contient de I’eau au lieu de I’ARN a ¢été ajouté a cette étape pour

exclure les contaminations.
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Tous les échantillons ont été incubés sur le thermocycleur PTC 100
(Bio Rad) 60 minutes a 42°C. La réaction est inactivée a 99°C pendant 5
minutes. Finalement les échantillons ont été refroidis a 4°C. Les ADNc des
échantillons obtenus sont utilisés pour la PCR ou conservés a 4°C pour

une utilisation ultérieure.

8. La PCR en temps réel

Un volume de 4 ul d’ADNc des échantillons obtenus par RT a été
ajouté au mélange réactionnel de 20 pl comportant les amorces (tableaux
1,2), du MgClz, de la Taq polymérase Expand High Fidelity (Roche), des
dNTP et 2 uL de SYBR Green I Mix (Roche). Les mélanges réactionnels
sont analysés par PCR en temps réel sur le Light Cycler (Roche
diagnostics). Les concentrations finales des réactifs de PCR et des
conditions des cycles d’amplification varient pour chacun des marqueurs

et sont résumeés dans la section « Résultats ».

9. Electrophoreése sur gel

Les produits d’amplification par PCR marqués avec le colorant
bromure d’éthidium sont ensuite déposés sur gel d’agarose 3 % pendant
1h15 sous 90V de tension. Pour déterminer le poids moléculaire du
fragment amplifié, les bandes sur le gel correspondant & chaque amplicon

sont comparées au poids moléculaire du marqueur ADN amplisize marker

(Bio-Rad).
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10. Les valeurs de référence

C’est la valeur établie a partir de la répartition des sujets de
référence correspondant a la quantit¢ des ARNm pour 95 % des sujets

sains.

11. La spécificité diagnostique

La spécificité diagnostique du test a été déterminée par la
proportion des résultats négatifs chez les sujets sains par rapport aux

nombre de sujets sains.

12. La sensibilité diagnostique

La sensibilit¢ diagnostique du test a ¢été déterminée par la
proportion des résultats positifs chez les patientes atteintes de cancer du

sein.
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1. Mise au point d’un test RT-PCR en temps réel

pour le dosage des marqueurs tumoraux

1.1 Choix des marqueurs :

Le choix des marqueurs a été basé sur une revue de la littérature
récente et les avancées publiées qui portent sur la pertinence de
’utilisation de ces marqueurs dans un laboratoire clinique pour le suivi de
routine des patientes du cancer du sein. Les marqueurs potentiels qui ont
¢té choisis sont la mammaglobine A, les Cytokératines 7, 19 et 20, la

maspine, la C-Met, le CEA, la CD44v6, la CD146, la BhCG et HER2.

Les deux marqueurs CK19 et HER2 présentaient les profils
optimisés les plus stables avec moins de variations aprés les tests

d’amplification. D’ou leur priorisation pour le reste de ce projet.

1.2 Choix du géne constitutif (Housekeeping gene) :

Les génes constitutifs sont un groupe de génes qui codent pour des
protéines dont la fonction est essentielle a la viabilité de la cellule. Ils ont
une expression ubiquitaire et stable quels que soient les tissus, les
individus ou les conditions expérimentales. En utilisant un geéne constitutif
comme contrdle dans le protocole expérimental, son expression permettra
de refléter la quantité et la qualité de I’ARN et aussi 1’efficacité de la RT-
PCR.” La B-actine est parmi les génes utilisés dans les études sur le cancer

du sein.

La PB-actine est une des six protéines d’actine. C’est un gene

hautement conservé. Il est impliqué dans la mobilité, la structure et la
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motilité de la cellule. Le choix de la f-actine comme géne constitutif a été
fait & partir des données publiées dans des études sur le cancer du sein.”* %3
% L’intégrit¢é de ’ARN de tous les échantillons de patientes et de
références a été vérifiée sur gel d’agarose 3 % par la présence du fragment

de la B-actine.

1.3 Choix des amorces :

Le tableau 1 comporte les séquences d’amorce des marqueurs
choisis et leurs caractéristiques. Le tableau 2 montre plusieurs couples
d’amorces de la mammaglobine A qui ont été testés. Les séquences
d’amorces utilisées pour chaque marqueur ont été prises dans la littérature,

sans aucune modification.



Tableau 1: Séquences des amorces

étudiés
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utilisées pour chacun des marqueurs

Marqueur

CD44v6

MASPINE

HER2

c-met

CK 20

CK19

CK7

CEA

CD146

B hCG

séquence Sens  5'-3'

TCC AGG CAA CTC CTA GTA GT

CTA CTT TGT TGG CAA GTG GAT GAA

CAA CCA AGT GAG GCA GGT CC
CAG ATG TGT GGT CCT TTG
TCT TTG ATG ACC TAA CCCTACA

CAT GAA AGC TGC CTT GGA AGA

TGA ATG ATG AGA TCA ACT TCCTCA G

TAA GTG TTG ACC ACA GCG ACCC

CCA AGG CAA CCT CAGCCATGTC

CTA CTG CCC CAC CAT GAC CC

séquence Anti Sens 5'-3'

CAGCTGTCC CTG TTG TCG AA

ACT GGT TTG GTG TCT GTC TTG TTG

AGA GGC TGC GGA TTG TGC GA
ATT CGG GTT GTA GGA GTCT
ATT GAC AGT GTT GCC CAG AT
TGA TTC TGC CGC TCA CTATCA G
TGT CGG AGA TCT GGG ACT GC

GTT CCC ATC AAT CAG CCA AGA A

CTC GAC TCC ACA GTCTGG GACGACT

TGG ACT CGA AGC GCA CATC

Fragment
bp
129

90

205

129

137

138

75

167

437

92

Réf

97

98

99

100

70

69

69

69

101

102




Tableau 2 : Séquences des amorces utilisées pour la mammaglobine
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Séquence sens 5’ 3’

GAG TTC ATA GAC GAC AAT GCC

GCG GCT TCC TTG ATG CTTG

CAC CGA CAG CAG CAG CCT

CCA TGA AGT TGC TGA TGG TC

CGG ATG AAA CTC TGA GCA ATG T

AGC ACT GCT ACG CAG GCT CT

CAA TCA ATC CAC AAGTGT CTA A

ACG GAT GAA ACT CTG AGC AAT G

GAA GTT GCT GAT GGT CCT CAT GCT

GGC

CTC CCA GCA CTG CTA CGC AGG CT

Séquence Anti sens 5’ 3’

CCG TAG TTG GTT TCT CAC CAT

GAA AGA GAA GGT GTG GTT TGC

AGT TCT GTG AGC CAA AGG TCT

TCA GAG TTT CAT CCG TTT GG

CTG CAG TTC TGT GAG CCA AAG

ATA AGA AAG AGA AGG TGT GG

AAC ATG TAT AGCAGG TTT CAAC

CAG TTC TGT GAG CCA AAG GT

CTC ACC ATA CCC TGC AGT TCT GTG AGC

CAC CTC AAC ATT GCT CAG AGT TTC ATC CG

AMPLICON

bp

199

423

334

225

108

335

328

106

325

201

Réf

103

104

104

105

69

95

83

83

106

106
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1.4 Détermination de la concentration de MgCl,

Le chlorure de magnésium joue un rdéle important et crucial dans une
réaction PCR. En fait il aide & promouvoir les interactions ADN/ADN et agit avec les
dNTP comme cofacteur pour la polymérase.!”- 1% La quantité de MgClz ajoutée dans
une réaction PCR n’est pas consommée mais la réaction ne peut pas avoir lieu en son
absence. On peut donc le décrire comme catalyseur de la PCR.!® Les PCR des
marqueurs ont été effectués en variant les concentrations de MgCl. de 1 a 6 mM. Le
choix de la concentration adéquate a la technique a été basé sur le profil des courbes
de fusion et d’amplification pour chaque marqueur. Plus les pics sont filiformes et ont

une intensité élevée, plus le profil du marqueur est optimal. (Figurel0)
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Figure 10 : Courbe d’amplification A) et de fusion B) pour un couple d’amorces
de la mammaglobine en titrant les concentrations de MgCl,. ([MgClz] op=3mM).
La concentration de MgClz choisie pour chaque marqueur est utilisée dans le reste de

I’optimisation des PCR (Tableau 3)

1.5 Détermination de la concentration des amorces et de la quantité de la

Taq polymérase

La concentration des amorces a été testée entre 0,1et 0,8 uM et la quantité de
la Taq polymérase a varié¢e de 0,5 U a 4,9 U pour chacun des marqueurs. Comme pour
la titration de MgClz, la concentration des amorces et de I’enzyme qui correspond aux
courbes d’amplification et de fusion les plus optimales pour chaque marqueur ont été
sélectionnées pour le reste de la technique. Les concentrations finales sont résumées
dans le tableau 3. La spécificité de I’amplicon obtenu apres le test est vérifiée sur gel

d’agarose 3 % via le poids moléculaire du fragment du geéne.



53
Tableau 3 : Conditions expérimentales des marqueurs apres optimisation de la

PCR

Marqueur T® [MgCly] [AMORCES] TAQ Nb de cycles T° fusion
appariement mM pM U Ce
MASPINE 66 4 0,8 4 40 79
CK19 60 3 0,6 4 40 89
CK7 64 4 0,8 3 40 82
CEA 60 2 0,4 4 40 86
CD44 60 3 0,8 4 40 83
C-met 58 3 0,8 4,9 40 82
HER2 60 3 0,6 4 40 89
CK20 60 4 0,8 4,9 40 82
B hCG 60 3 0,8 4,9 38 90

Le choix des marqueurs finaux a étudier a été fait au fur et a mesure de leurs
amplifications et leurs profils optimisés (Figure 11). La vérification du poids

moléculaire des fragments obtenus est faite par électrophorese sur gel d’agarose 3 %.

POIDS

moLécuaire CK7  CD44 CMET CK19 CEA HER2

(bp) 75 129 129 138 167 205
50
100

200

Figure 11 : Gel d’agarose 3% des marqueurs aprés optimisation de la PCR
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Les séquences d’amorces de mammaglobine (tableau 2) ont été testées a
maintes reprises mais 1’optimisation des réactions PCR n’a pas abouti a des résultats
concluants. Nous n’avons pas réussi a avoir des profils d’expression significatifs qui
pourraient étre utilisés ultérieurement. Ce qui explique I’absence du gene de la

mammaglobine dans la figure 11 et dans le tableau 3.

2. Caractéristiques des sujets de référence et des patientes

recrutés

En tenant compte des critéres d’inclusion et d’exclusion dans le recrutement
des sujets pour cette étude, les données statistiques et les caractéristiques clinico-

pathologiques sont regroupées dans les tableaux 4 et 5.

Tableau 4 : Caractéristiques des sujets de référence

Age 18-35 Nombre
<30 24
230 26
Sexe

homme 12
femme 38




Tableau S: Caractéristiques cliniques des patientes

Caractéristiques
Nombre de patientes
Age
Stade clinique
I
11
et +

Récepteurs PR
Positif
Négatif

Inconnu*

Récepteurs ER
Positif
Négatif

Inconnu*
Statut HER2
Positif
Négatif

Inconnu*

N° de patiente (%)
90
27-81

31(34)
19 (21)
40 (44)

57(63)
16(17)
17(18)

60(66)
13(14)
17(18)

13(14)
61(67)
16(17)

NB les statuts des récepteurs positifs ou négatifs sont confirmés par des rapports de pathologie

* inconnu : statut non déterminé dans le dossier clinique
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3. Détermination de la sensibilité et la spécificité diagnostique

3.1 Valeur de référence établie pour ’ARNm de la CK19

L’expression de I’ARNm de la CK19 a été évaluée dans les échantillons des
sujets de références et des patientes avec cancer du sein. Les concentrations en ARN
sont obtenues par une analyse RT-PCR en temps réel. La quantification de la CK19
est faite par le logiciel intégré de I’appareil Light Cycler (Roche, diagnostics). Les
taux d’ARNm varient entre le groupe des sujets de référence et les groupes de
patientes avec cancer du sein. Les valeurs de la [ARNm] pour les sujets de références
se situent entre 0 et 400 pg/ul, tandis que la [ARNm] pour les patientes avec cancer

du sein varie entre 0 et 900 pg/pl.

Répartition des échantillons

1000

900 -

800 -

700 -

600 -

4 ]
500 O Réf

PYARN/ul

EGrpl

400 -
Grpll

300 A

200 +

100

Réf Grp Grp I

Figure 12 : Répartition des sujets références, Grl et Grll pour ’ARNm de la
CK19.
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En premier lieu, une courbe de calibration préparée a partir d’une dilution

sériée de standard de cellules MCF7 a été faite. En deuxiéme lieu, les concentrations
sont calculées par le logiciel intégré du Light Cycler apres la RT-PCR en temps réel a
partir de la courbe standard. Les concentrations obtenues de ’ARNm de la CK19

chez les sujets références sont situées entre 0 et 400pg/ pl.

Considérant ces résultats de quantification, le seuil de positivité a la CK19 est
¢tablit a 400pg d’ARN/ul (barre horizontale dans la figure 12). Tous les sujets qui

dépassent cette limite sont définis alors comme positifs a la CK19 (Tableau 6).

Tableau 6 : Pourcentage de présence de ’ARNm de la CK19 dans la cohorte

Sujets N/Niotal %
Réf 0/50 -
Grl 5/50 10
Grll 17/40 34

3.2 Calcul de la sensibilité et de la spécificité

Tel que mentionné plus haut, la spécificité¢ diagnostique est la proportion des
résultats négatifs chez les sujets sains par rapport aux nombre de sujets sains et la
sensibilité diagnostique du test est la proportion des résultats positifs chez les

patientes atteintes de cancer du sein.

La sensibilité¢ diagnostique de la quantification de ’ARNm de la CK19 chez

toutes les patientes du cancer du sein a ét¢ de 43 % (tableau 7). La spécificité de ce
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test chez 50 sujets sains a été de 100 % en tenant compte de la valeur seuil établie et

obtenue plus haut a partir de la répartition des échantillons des trois groupes.

Tableau 7 : La sensibilité et la spécificité de la quantification de la CK19 chez les

sujets de I’étude

Patientes(N) Références(N) Sensibilité Spécificité

90 50 43 % 100 %

La spécificité et la sensibilité obtenues pour I’ARNm de la CK19 sont comparables a
la littérature. Vu le nombre limité de sujets testés dans ce projet, la conclusion quant a
la performance de la quantification de ’ARNm de la CK19 en milieu clinique, reste a

approuver par les différentes études de grande envergure.

3.3 Valeur de référence établie pour le HER2

Tel que décrit pour la CK 19, les conditions optimales de I’expérience ont aussi
¢été utilisées pour la quantification de I’ARNm de HER2 chez les sujets références et
les patientes du cancer du sein. Le seuil de positivité a été calculé en tenant compte
des résultats du dosage de I’ARNm de HER2 dans le groupe de sujets de références
(figurel3). Le taux d’expression de I’ARNm de HER2 chez les sujets de références
varie entre 0 et 100 pg d’ARN/ul, alors que les valeurs pour les patientes du groupe I
et II se situent entre 0 et 370 pg d’ARN/ul. Le seuil de positivit¢ de ’ARNm de
HER?2 a été fixé a 100 pg d’ARN/ul (barre horizontale).
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Répartition des échantillons

400 -
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$

*

50 - s
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Figurel3: Répartition des sujets références, Grl et Grll pour le HER2.

A partir du seuil de positivité déterminé, les sujets positifs au HER2 dans le
groupe I représentent seulement 6% des 50 patientes au stade primaire alors que chez

les patientes du groupe II, 25% sont positives au HER2.

Tableau 8 : Pourcentage de présence de ’ARNm de HER2

Sujets N/N Total %
Ref 0/50 -
Grl 3/50 6

Grll 10/40 25
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3.4 Calcul de la sensibilité et de la spécificité

La sensibilité et la spécificité diagnostique ont été calculées pour ’ARNm de
HER?2. Dans une cohorte de 90 patientes atteintes du cancer du sein, le pourcentage
des résultats positifs est de 17 % tandis qu’une spécificité obtenue de 100 % a été

calculée a partir de la proportion des sujets positifs chez les 50 sujets références.

Tableau 9: La sensibilité et la spécificité de la quantification de ’ARNm de
HER2

Patientes(IN) Références(N) Sensibilité Spécificité

90 50 17 % 100 %

4. Comparaison des résultats du test RT-PCR avec le dosage

immunologique actuel des marqueurs CA15.3 et CEA

La comparaison a été faite entre les résultats obtenus par quantification RT-
PCR en temps réel et les taux sérique des marqueurs tumoraux CA15.3 et CEA,

utilisés actuellement pour le suivi de routine des patientes de cancer du sein.

Le dosage immunologique des marqueurs a été réalisé sur I’analyseur E170 (Roche,
diagnostics) dans le laboratoire regroupé du département de biochimie de 1’hopital
Saint-Luc du CHUM. Tous les contréles de qualité et les calibrations sont faits
quotidiennement sur cet appareil. Pour limiter les facteurs de variations inter-
spécimens 1’analyse est effectuée dans les mémes conditions et avec les mémes

contrdles de qualité qui sont validés par le biochimiste clinique responsable.
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Les valeurs de références pour 1’analyse du CA15.3 se situent entre 0 et 29 KU/I et
celles du CEA s’¢étendent entre 0 et 7 pug/l. En tenant compte de ces valeurs, le dosage
de ces marqueurs chez les 90 patientes du cancer du sein a montré que 28% des
patientes ont un taux élevé de CA15.3 et que 9 % de patientes ont un taux élevé de

CEA dans le sérum (tableau 10).

Tableau 10 : Taux sériques des marqueurs CA15.3 et CEA chez les patientes

avec cancer du sein

CA15.3 ™ (%)
Positif 25 28%
Negatif 57 63%
Inconnu* 8 9%
CEA ™~ (%)
Positif 8 9%
Négatif 74 82%
Inconnu* 8 9%

*inconnu : spécimen non quantifiable ou non disponible

Afin d’¢étudier la relation entre I’expression de ’ARNm de la CKI19 et
I’expression des marqueurs CA15.3 et CEA, nous avons fait la corrélation entre les
résultats des quantifications par RT-PCR et les résultats des tests de dosage
immunologique des marqueurs. Les dosages ont montré que parmi les 5 patientes du
groupe I en stade primaire positives a la CK19, une seule patiente a une ¢élévation du

CA15.3 sans exprimer le CEA (tableau 11) Huit patientes ont des taux élevés de
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CA15.3 et CEA en stade primaire et n’expriment pas ’ARNm de la CK19. Donc, il
ne semble pas y avoir une bonne corrélation entre les résultats de 1’expression de
I’ARNm de la CK19 et le dosage de CA15.3 et CEA pour le groupe I. Ceci confirme
la controverse de 1’'usage du test immunologique des marqueurs CA15.3 et CEA au

stade primaire de la maladie.

Tableau 11: Corrélation de ’ARNm de la CK19 avec CA15.3 et CEA sériques

pour les patientes du groupe I

N ARNmM
CA15.3 CEA
Grl CK19
4 + - -
1 + + -
8 - + +

Le tableau 12 montre que neuf patientes des 17 obtenues positives plus haut
pour ’ARNm CK19, présentent aussi un taux ¢levé du marqueur CA15.3, alors que
sept des patientes du groupe II n’ont pas été positives a la CK19 mais exprimaient
quand méme un taux sérique €levé pour les autres marqueurs dosés. Ceci montre une
¢ventuelle corrélation entre les deux tests au stade métastatique mais avant d’en tirer
des conclusions, des études de I’historique clinique de chacune de ces patientes
pourraient confirmer la concordance entre les résultats de 1I’expression de CK19 avec

le dosage de CA15.3 et CEA.



63
Tableau 12: Corrélation de ’ARNm de la CK19 avec CA15.3 et CEA pour les

patientes du groupe 1II

N ARNm
CA15.3 CEA
Grll CK19
8 + - -
9 + + -
7 - + +

Le méme test de comparaison a été effectué pour le marqueur HER2. Le
tableau 13 montre que les trois patientes positives pour HER2 dans le groupe I n’ont
pas un taux ¢élevé des marqueurs CA15.3 et CEA. Tandis qu’au groupe II, parmi les
10 patientes positives au HER2, six d’entre elles ont un taux normal de valeurs
sériques (tableau 14). Les tests de corrélation montrent aussi que parmi les patientes
qui n’exprimaient pas ’ARNm du HER2, trois patientes ont des taux ¢levés de
CA15.3 et CEA. Donc, il n’y a pas de corrélation évidente entre 1’expression de
HER2 et les marqueurs CA15.3 et CEA. Par ailleurs, un suivi des données clinico-
pathologiques de ces patientes pourrait nous renseigner sur une éventuelle association

entre les deux tests pour chaque cas de patientes.

Tableau 13: Corrélation de PARNm de HER2 avec CA15.3 et CEA sériques

pour les patientes du groupe I

CA15.3 CEA
Grl HER?2
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Tableau 14: Corrélation de PARNm de HER2 avec CA15.3 et CEA sériques

pour les patientes du groupe II

N ARNm
CAl153 CEA
Grll HER2
1 + + +
3 + + -
6 + - -
3 - + +

5. Comparaison des résultats du test RT-PCR de ’ARNm
avec le statut pathologique de HER2

Les biopsies analysées en pathologie des tumeurs des patientes du groupe I et
du groupe II sont répertoriées dans les dossiers €lectroniques disponibles au CHUM.
Les résultats du test de la quantification de ’ARNm du HER2 par RT-PCR, comparés
a ceux obtenus par biopsie des tumeurs du sein, ont révélé que les patientes positives
pour HER2 ont aussi un statut de HER2-positif. Donc la corrélation est positive entre
les résultats du test RT-PCR et ceux de la pathologie quant a l’expression du

marqueur tumoral HER2.
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De par leur implication dans le cancer du sein, les CTC sont une cible
importante des thérapies pour les patientes avec cancer du sein en stade primaire ou
métastatique. Présentes dans le sang des patientes dés les premiers stades de la
progression de la maladie®’, ces rares cellules présentent un défi associé¢ a leur
détection. Il est donc indispensable d’avoir la meilleure méthode de détection pour

des traitements plus efficaces et plus confortables aux patientes.

Actuellement, en milieu clinique le suivi du cancer du sein est basé sur la
biopsie de la tumeur ou le dosage des marqueurs tumoraux CA15.3 et CEA. La
présence des marqueurs tumoraux associés aux CTC dans le sang périphérique qui
pourrait simplifier le suivi a ét¢ démontrée dans les études de recherche sur certains
types de cancer comme le cancer de la prostate, la thyroide, ’ovaire et le cancer du
sein. Au CHUM Saint-Luc le dosage des ARNm de la thyroglobuline est offert par la
technique RT-PCR en temps réel. Le dosage des ARNm des marqueurs tumoraux du
cancer du sein en milieu clinique n’a pas été amorcé jusqu'a ce jour. La détection de

ces marqueurs est faite par CELL SEARCH, le seul systéme approuvé par la FDA.?’

La quantification par PCR en temps réel a été décrite comme étant une
technique trés sensible et spécifique dans la détection de transcrits, menant a son
utilisation répandue dans la détection des marqueurs tumoraux messagers pour le

suivi des patientes du cancer du sein et la réponse aux thérapies.>” 87109

L’hypothese de départ pour ce projet de recherche était de déterminer la
sensibilité et la spécificité d’un test de quantification d’un ou plusieurs marqueurs
tumoraux pour le suivi de routine des patientes avec cancer du sein. Quelques
marqueurs documentés dans la littérature sont comparés en analysant les expressions

de leurs ARNm dans le sang périphérique par PCR en temps réel.
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1. Quantification dela CK 19 :

Les cytokératines sont des marqueurs de choix pour la détection des CTC par
RT-PCR. Etant donné leurs nivaux d’expression relativement plus élevés dans les
tumeurs épithéliales que dans les autres tissus. Le marqueur CK19 est le plus utilisé
dans le cancer du sein.?® 2% 373 La quantification de ’ARNm de la CK19 doit étre en
mesure de détecter les cellules tumorales circulantes dans le sang au stade primaire de
la maladie avant qu’elles ne s’établissent dans les sites secondaires pour la formation
des métastases. Pour se faire, nous avons commencé par mettre au point un test de
quantification par RT-PCR en temps réel. La mise au point du test inclut tous les
parametres qui peuvent intervenir dans la réaction PCR. Nous avons commencé par
déterminer les bonnes concentrations de MgClz, des amorces et des quantités de
I’enzyme Taq nécessaires a I’amorgage de la polymérisation. Le profil optimisé de
I’expression de ’ARNm de la CK19, observé en temps réel sous forme de courbe
d’amplification et de température, était le plus stable et présentait le moins de

variation. Ce fiit notre premier choix de marqueur a étudier pour le reste du projet.

En vue de déterminer une population adulte a titre de référence, des
¢chantillons de sang périphérique de sujets sains ont ét¢ analysés pour avoir une
valeur représentative de ’ARNm de la CK19. Aucune des valeurs obtenues de la
[ARNm] chez les sujets de référence n’a été supérieure a 400 pg d’ARN/ul (figure
12). Ceci nous a amené a fixer cette concentration comme valeur de référence pour
I’analyse RT-PCR de I’ARNm de la CKI19. Par ailleurs, la distribution des
concentrations d’ARNm de la CK19 chez les patientes du cancer du sein était
variable. Les valeurs s’étendaient entre 0 et 900 pg/ul. D’apres la répartition établie
de tous les échantillons étudiés, une expression plus ¢élevée de la CK19 chez les

patientes a été observée par rapport au groupe des sujets de référence.
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Dans le groupe I qui se compose de 50 patientes de cancer du sein en stade
primaire, cinq patientes sont positives, soit 10 % de 1’ensemble de ce groupe. Or la
présence de ce marqueur épithélial dans le sang chez un sujet sain. En effet, d’apres
Ghossein et al. L’expression de génes qui encodent des protéines épithéliales comme
les cytokératines ne devrait pas étre normalement détectée dans le sang’” '1°
Plusieurs observations suggerent que les cellules tumorales du sein se détachent de la
tumeur primaire et circulent dans le sang tot dans la progression de la maladie.>” Ceci
confirme que les CTC peuvent étre détectées plus tot dans le cancer du sein avant
I’apparition des métastases. Plusieurs études ont démontré 1’utilité de la détection des
CTC en stade primaire du cancer du sein parce qu’elle permet de prédire le
développement des métastases distantes.”® > ! Pour confirmer cette hypothése, nous
avons fait le suivi des patientes du groupe I pour lesquelles la présence de I’ARNm de
la CK19 a été observée. Nous avons alors constaté que deux d’entre elles ont
développé des métastases dans les deux années suivant le prélévement. De plus,
rappelons que la CK19 est associée a un mauvais pronostic dans le stade primaire du
cancer du sein et que des rechutes ont été observées chez des patientes étant positives
a la CK19 aux premiers stades de leurs cancers du sein.>? Nous pouvons donc faire le
lien entre la littérature et ce que nous avons observés chez les patientes positives du
groupe I et confirmer que la quantification de la CK19 pourrait étre trés utile pour le

pronostic des patientes.

Cependant, nous avons examiné particuliérement les trois cas de patientes du groupe |
, qui étaient négatives a la CK19, et qui ont développé des métastases dans I’année qui
suivit le prélevement sanguin effectué dans le cadre de ce projet. D’aprés 1’hypothése
de Ghossein et al. , les patientes négatives a la CK19 ont une treés faible chance de
développer des métastases. >’ ' Pourtant, nous avons obtenu trois patientes du

groupe I négatives a la CK19 ayant développé des métastases plus tard.

En étudiant le dossier clinique de ces dernieres, les examens histologiques en

biopsie des tissus du site des métastases distantes ont révélé une différence dans le
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type de la tumeur secondaire par rapport au type de la tumeur mammaire. Ces
examens sont basés sur les statuts hormonaux des récepteurs présents dans chacune

des tumeurs.

Par exemple, une patiente pourrait avoir une tumeur mammaire primaire avec
des récepteurs PR et ER positifs et que la biopsie des tissus de la tumeur métastatique
distante révele que ces récepteurs sont négatifs. Ce qui suggere que les cellules de la
tumeur primaire pourraient ne pas étre 4 1’origine de la tumeur secondaire. Etant
donné que la patiente présentant une tumeur mammaire primaire épithéliale et que
cette patiente a développé une tumeur distante d’origine non épithéliale, cette dernicre
pourrait ne pas avoir de lien avec la tumeur primaire. D’ou I’absence de I’ARNm de

la CK 19 (marqueur épithélial) dans la circulation sanguine.

Dans ce cas la quantification simultanée de différents types de marqueurs
tumoraux pourrait augmenter la chance de détecter les CTC chez les patientes avant
I’établissement de leur diagnostique de rechute. Le cancer du sein, qui regroupe
plusieurs types de cancers mammaires, est composé d’un ensemble hétérogene de
cellules. Donc, I’identification d’un groupe de marqueurs, comparativement a la
mesure d’un seul, pourrait ainsi maximiser la sensibilité diagnostique Plusieurs études
suggerent 1'utilisation d’une combinaison de marqueurs tumoraux afin d’augmenter
les chances de détecter les CTC exprimant des différents marqueurs. Ces publications
ont montré qu’un essai combinant deux marqueurs ou plus favorisait la détection
optimale des cellules malignes dans la circulation. Par exemple, le groupe de Chen et
al. a montré que le test de quantification des 3 marqueurs CKI19, CEA et
Mammaglobine en combinaison a permis d’augmenter la spécificité et la sensibilité

chez les patientes de cancer du sein.!%

Dans le groupe II, 17 patientes étaient positives a la CK19. Rappelons que le

prélevement des patientes du groupe II était fait sans tenir compte que ces patientes
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aient eu des traitements de chimiothérapies ou non. En ayant des cycles de

chimiothérapies, I’absence des marqueurs tumoraux dans le sang est fort attendue.

Or, parmi ce groupe, 14 patientes ont eu de la chimiothérapie avant le
prélévement sanguin, elles ont été positives tout de méme a la CK19. Nous nous
remettons donc en question I’efficacité¢ et le délai de la réponse au traitement par

chimiothérapie.

Lors de I’administration des régimes chimiothérapeutiques, le suivi de la
réponse de la tumeur est fait par I’imagerie ou par dosage des enzymes hépatiques
selon les lignes directrices de I’ASCO. Cependant, il n’est pas recommandé de se fier
aux taux sériques des marqueurs CA15.3 et CEA a cause de leur délai de réponse. En
effet, environ 20 % des patientes ayant répondu positivement a leurs traitements de
chimiothérapies, ont des taux sériques des CA15.3 et CEA ¢élevés apres un ou deux
mois du début de I’administration de la médication. Cela peut étre di a la libération

12,113 Tes patientes, au cours de leurs cycles de

des antigénes par cytolyse.
traitements, peuvent avoir plusieurs symptomes maladifs. Par contre, ces symptomes
ne peuvent renseigner sur la progression de la maladie ou la réponse au traitement. En
général, les praticiens ne peuvent se fier seulement aux symptomes maladifs. Chez la
moitié des patientes de cancer du sein, ces symptomes peuvent étre confondus a une
toxicité du traitement ou des causes bénignes. Il va de dire qu’une information
efficace et rapide sur 1’état de la progression de la maladie est d’une grande
importance a ce stade. Ceci appuie donc notre hypothése qu’un test de quantification
d’un marqueur tumoral pourrait rajouter une information clinique quant a la présence
des CTC dans le sang au cours ou apres d’un traitement. En conclusion, nous
suggérons que les patientes positives a la CK19 quantifiée pendant leurs traitements
nous renseignent plus sur leurs états de maladie et ont plus de chance d’étre

réorientées vers d’autres régimes efficacement et rapidement avant de subir la totalité

des cycles de chimiothérapie avec tous les effets secondaires connus.
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Ensuite, nous avons évalué le pourcentage de sensibilité de ce test. Rappelons

que la sensibilité est le ratio du nombre des résultats positifs chez les patientes par
rapport a toute la cohorte. La sensibilité obtenue chez les patientes du groupe I et II
est de I’ordre de 43 %. Dans une étude publi¢e en 2010 par I’équipe de Chen et al. , la
sensibilité de la CK19 était 20 % dans le groupe de patientes de cancer du sein
primaire et de 17 % dans un groupe de patientes métastatiques soit en totale 40 %
dans toute la cohorte.!*® L’équipe grecque qui a breveté la méthode de quantification
de la CK19 par RT-PCR chez les patientes de cancer du sein a obtenu une sensibilité
de 31 % pour 77 patientes en stade primaire et 5 % pour des patientes en stade avancé
soit 36 % pour tous les groupes de patientes atteintes.”> Ce qui nous permet de dire
que nos résultats sont comparables aux autres études publiées sur le méme sujet. Nous
avons calculé une spécificité de 100 % qui est aussi comparable aux autres
spécificités des analyses des deux groupes cités ci haut soient 90 % et 98 %

respectivement.

2. Comparaison du test RT-PCR pour la CK19 avec le dosage
immunologique de CA15.3 et CEA

Aprées avoir mis au point le test RT-PCR pour la quantification de la CK19,
nous avons comparé les résultats obtenus pour les patientes avec le dosage
immunologique des marqueurs tumoraux CA15.3 et CEA actuellement offert en
clinique. Le dosage des marqueurs tumoraux du cancer du sein CA15.3 et CEA
s’effectue sur 1’appareil E170 (Roche, Diagnostics) au laboratoire de biochimie au
CHUM. Dans le groupe I, 4 patientes positives a I’ARNm de la CK19 ont un taux
normal de CA15.3 et CEA. Le suivi des cas de ces patientes nous a révélé que deux
d’entre elles ont développées des métastases au cours de ’année qui suit le
prélevement. Ce qui nous améne a conclure, malgré le fait que les marqueurs
donnaient un taux normal dans le sang, les patientes pourraient étre en rechute. Dans
ce cas, le dosage des marqueurs ne permettait pas de renseigner sur le pronostic. D’ou

I’utilit¢ de la quantification de ’ARNm de la CK19 comme facteur pronostique
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comparant au dosage sériques non prédictif de 1’évolution de la maladie. En ce qui
concerne le groupe II, une bonne corrélation est obtenue entre I’expression de
I’ARNm de la CK19 et le taux sérique des CA15.3 et CEA. En effet, 58 % des
patientes positives a la CK19 sont positives aussi aux marqueurs CA15.3 et CEA. Ce
qui montre que I’analyse par RT-PCR correle avec le dosage des marqueurs tumoraux
pour le suivi des patientes en phase métastatique. Le manque de sensibilité et le délai
de réponse des marqueurs immunologiques pourraient expliquer les 42 % du non

concordance entre les deux analyses.
3. Statut HER?2 de la tumeur :

Le statut de HER2 est important dans la classification du type de cancer du
sein chez une patiente. Plusieurs méthodes disponibles pour la détermination de ce
statut soit par 1’analyse du gene (par microscopie ou PCR) soit par I’analyse
immnunohistochimique de la protéine. Les cancers du sein métastatiques avec HER2
surexprimé représentent 20 a 30 % des cancers du sein. La concordance entre le statut
de HER2 de la tumeur primaire et du site des métastases est de 80 a 100 % selon les
méthodes d’analyses utilisées. Généralement, le statut HER2 des métastases est
demandé lorsque celui ci n’est pas disponible pour la tumeur primaire ou que les
analyses par FISH sont douteux. Au diagnostic initial, il existe une corrélation entre la
surexpression de HER2 et les caractéristiques du cancer (grade histologique III, type

histologique canalaire ou infiltrant...).!'*

Dans le but de déterminer la corrélation entre I’expression du marqueur
tumoral et le stade du cancer des patientes des groupes I et II, la quantification de
I’ARNm de HER2 et la comparaison avec les marqueurs sériques ont été effectué

dans cette partie du projet.

D’apres la quantification de ’ARNm de HER2 dans les échantillons de sang,
une expression plus élevée de HER2 chez les patientes a été observée que chez le

groupe des sujets de référence.
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Dans le groupe I, 3 patientes obtenues positives soit 6% des 50 patientes au

stade primaire du cancer du sein. D’apres la littérature, nous nous attendions a avoir
un statut de HER2 qui correle avec [’analyse de quantification. Les patientes de ce

groupe ayant ’ARNm de HER2 négatif ont le statut hormonal négatif aussi.

Les données clinico-pathologiques des trois patientes positives a ’ARNm de HER2
dans le groupe I ont montré que les cancers du sein de ces patientes sont aussi HER2
positif (surexpression de HER2 de la tumeur mammaire primaire). Ce qui montre la
corrélation entre la quantification de I’ARNm par RT-PCR et le statut de HER2 des

tumeurs du sein.

Chez les patientes métastatiques du groupe II, nous avons eu 10 patientes qui
ont un taux €levé de I’ARNm de HER?2 soit 25 % du groupe. En pathologie, les types
des tumeurs de ces patientes sont confirmés par examen de coloration des tissus
tumoraux mammaires. Ces patientes ont un cancer du sein HER2+. Ce qui démontre
la concordance entre la détection de I’ARNm de HER2 dans le sang et le statut

HER2+ chez les patientes du groupe II.

4. Comparaison du test RT-PCR pour le HER2 avec le dosage
immunologique de CA15.3 et CEA

Afin de comparer nos résultats de quantification sur le light cycler avec le
dosage immunologique, nous avons dosé le taux des marqueurs tumoraux CA15.3 et

CEA dans le sérum.

Les trois patientes du groupe I positives & I’ARNm du HER2 ont eu un taux normal
de CA15.3 et CEA. Les données cliniques de ces patientes montrent qu’elles ont un
cancer du sein de type HER2+ donc cela ne nous permettra pas de faire un lien entre
la présence de HER2 dans le sang en stade primaire et le risque de développement de
métastases. Dans le groupe II, nous avons obtenu 6 patientes métastatiques qui étaient
positives a ’ARNm de HER2 mais négatives aux deux autres marqueurs CA15.3 et

CEA. 11 a ét¢ démontré que la surexpression de HER2 reste stable apres la
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chimiothérapie.'!®

Ceci explique pourquoi nous avons obtenu des patientes
métastatiques avec des taux normaux des marqueurs CA15.3 et CEA mais présentent
toujours une surexpression de I’ARNm de HER2. La prise en charge des patientes
ayant un cancer du sein HER2+ a ét¢ améliorée dés I’arrivée sur le marché du

Trastuzumab (herceptin) en 1999. Il s’agit d’un anticorps monoclonal qui permet de
bloquer le récepteur HER2 responsable de la prolifération incontrolée des cellules. Il
peut étre administré seul ou avec chimiothérapie. Jusqu’a ce jour il n’a pas été
démontré s’il existe un lien entre les tumeurs primaires HER2+ et les tumeurs
secondaires chez les femmes traitées pas Trastuzumab en méme temps qu’une
chimiothérapie. Nous suggérons donc de détecter les CTC par la quantification de
HER?2 chez les patientes de cancer du sein métastatique traitées par Trastuzumab pour

savoir s’il y a un lien entre la tumeur mammaire primaire et les métastases

développées chez ces patientes.

La sensibilité¢ calculée pour le HER2 a été de 17 % chez les 90 patientes.
D’apres la littérature, la quantification de ce marqueur a atteint 68 % de sensibilité
dans une cohorte de 182 patientes et de 46 % chez un groupe de 156 patientes ayant

les données cliniques semblables a celles élaborées dans ce projet. &

Il est évident que
la sensibilité obtenue est inférieure a celles publiées dans les autres études. Par contre,
nous avons obtenu une spécificit¢ de 100 %, supérieure a la spécificité¢ de 73 %
obtenue par le groupe de Chen et al. et au 90% obtenue par XU et al. Eventuellement,
I’utilisation suggérée de combinaison de marqueurs pourrait augmenter la sensibilité
du test de quantification de I’ARNm de HER2 pour la détection de cellules tumorales
circulantes pour le cancer du sein. Il nous semble évident que 1’hétérogénéité des
types de cancers du sein dans ce projet incluant le type HER2+ pouvait influencer nos
résultats d’ou 'importance du dosage de ce marqueur pour chaque type de cancer du

sein afin de faire 1’association entre I’expression de ’ARNm et le type de la tumeur

mammaire.
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Globalement nous avons montré que l’utilisation des transcrits des marqueurs
présente beaucoup de potentiel dans le diagnostic du cancer du sein. Ceci permet
d’envisager une nouvelle piste pour le suivi de routine des patientes sans passer aux

méthodes invasives comme la biopsie.

Tout d’abord, du coté expérimental, la mise au point de la technique RT-PCR en
temps réel a été effectuée pour les marqueurs CK19 et HER2. Toutefois, selon les lignes
directrices pour le suivi du cancer du sein, la détection des CTC ne doit pas influencer la

décision du choix de traitement.

Du coté théorique, on a conclu, a partir de I’analyse des résultats, que la présence
de la CK19 ou de HER2 corr¢le avec les données cliniques des patientes. Cette
corrélation positive entre 1’expression des marqueurs et le stade clinique de la maladie
attribuerait a la fois un aspect diagnostic et pronostic quant a leur utilisation comme
biomarqueurs de suivi. La quantification de la CK19 a été réussie. En effet, la sensibilité
obtenue est comparable a celle de la littérature récente obtenue par les autres groupes de
recherche. La comparaison de notre analyse au dosage immunologique de CA15.3 et
CEA, présentement offert en clinique, a révélé que la sensibilité obtenue par le test RT-
PCR est meilleure chez les patientes de cancer du sein métastatique. Toutefois, I'un des
inconvénients des marqueurs sériques CA15.3 et CEA est le grand délai de réponse au
traitement. Donc pour les patientes en stade précoce, pas de conclusions a tirer quant a la
variation des taux de ces marqueurs durant leurs traitements car seul un prélévement est
dosé pour chaque patiente dans ce projet. Il serait important donc de modifier le protocole
de base pour avoir plusieurs prélévements sanguins. Dans cette étude, le groupe II des
patientes métastatiques a été hétérogéne et le prélévement n’a pas été effectué¢ dés la
détection de récidive chez ces patientes. L’idéal, serait d’effectuer les prélévements

sanguins des patientes des leur diagnostic de rechute.

Les projets de collection de tissus pour des banques de tumeurs de sein
permettront de phénotyper prochainement les cancers du sein. Il serait pertinent de

faire la corrélation entre le type de la tumeur mammaire et 1’expression des marqueurs
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au cours de la maladie. Dans des travaux futurs, plusieurs combinaisons potentielles
de marqueurs tumoraux seraient testées pour confirmer leur efficacité dans la
détection précoce et préventive des CTC. Bien entendu, ce mémoire consiste en étude
préliminaire et il faudra associer chaque profil de marqueur a un type de tumeur

mammaire donné afin d’offrir un jour une thérapie «a la carte».
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