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Résumé

Quatorze femmes canadiennes meurent chaque jour du cancer du sein. Le cancer du sein triple-
négatif (CSTN) détient un mauvais pronostic De nombreux efforts sont fournis afin d'offrir a ces
patientes des traitements ciblés, comme les inhibiteurs de poly (adenosine diphosphate-ribose)
polymerase inhibitors (PARPi) afin d’améliorer leur survie et de minimiser la toxicité liée a la
chimiothérapie. Le sous-groupe de CSTN qui pourrait bénéficier des PARPi reste a étre identifié.
De plus, différentes stratégies d'administration des PARPi et de la chimiothérapie pourraient
améliorer leur efficacité thérapeutique tout en diminuant la toxicité. Nous avons précédemment
dérivé une signature génétique de 63 génes prédisant la réponse aux PARPi avec une précision
globale élevée. Nos objectifs sont 1) d'évaluer les implications cliniques de la signature génétique;
et 2) de déterminer la séquence optimale d'administration du talazoparib et du carboplatin in

vivo en cancer du sein triple-négatif BRCAWT,

D'abord, nous avons évalué la fréquence mutationnelle des 63 genes dans différents contextes
cliniques. Deux bases de données publiques furent utilisées. Puis, nous avons comparé trois
cohortes de xénogreffes orthotopiques: A) talazoparib en premier, combiné au carboplatin le jour

3; carboplatin en premier suivi du talazoparib B) un jour apreés; et C) sept jours apres.

La fréquence mutationnelle des 63 genes était élevée chez les tumeurs luminales B et celles de
mauvais pronostic. Les patientes luminales B mutées avaient une moindre survie que les
patientes non mutées. Aussi, l'inhibition tumorale et métastatique était similaire pour les

cohortes A et B, cependant la cohorte B avait moins de toxicité.

Les PARPi pourraient avoir un rdle chez les tumeurs luminales B et celles de mauvais pronostic.
Deuxiemement, le prétraitement avec le carboplatin semble améliorer la sensibilité au

talazoparib et diminuer la toxicité.

Mots-clés : signature génétique, cancer du sein, cancer du sein triple-négatif, chimiothérapie,
thérapie ciblée, inhibiteurs de PARP, xénogreffe orthotopique, métastases, toxicité, combinaison

de traitement.






Abstract

Fourteen Canadian women die every day from breast cancer. Triple-negative breast cancer
(TNBC) has a poor prognosis. Numerous efforts are made to offer these patients targeted
therapies such as poly (adenosine diphosphate-ribose) polymerase inhibitors (PARPi) to improve
survival and minimize chemotherapy-related toxicity. It is not well understood which subset of
TNBC patients will benefit from PARPi; and if different sequencing strategies of PARPi and
chemotherapy can improve therapeutic efficacy and decrease toxicity. We previously derived a
63-gene signature predicting response to PARPi with a high overall accuracy. Our objectives are
1) to evaluate the clinical implications of the 63-gene signature; and 2) to determine the optimal

sequence of administration of talazoparib and carboplatin in vivo in BRCAWT TNBC.

First, we evaluated the mutational frequency of the 63 genes in different clinical settings using
two publically-available datatsets. Second, we compared three cohorts of orthotopic xenografts:
A) talazoparib first, combined with carboplatin on day 3; carboplatin first, followed by talazoparib

B) one day later; and C) seven days later.

We found that the mutational frequency was high in breast cancer subtypes of poor prognosis.
Mutated luminal B patients had a lower survival than non-mutated patients. We also found that
tumoral and metastatic inhibition were similar between cohorts A and B, but cohort B had less

toxicity.

In conclusion, there is potential for PARPi efficacy in luminal B and poor prognosis tumors. Second,

pretreatment with carboplatin may be an effective approach with less toxicity.

Keywords: gene signature, breast cancer, triple-negative breast cancer, chemotherapy, targeted

therapy, PARP inhibitors, orthotopic xenograft, metastasis, toxicity, combination treatment.
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21



mMESC: mouse embryonic stem cells

METABRIC: Molecular Taxonomy of Breast Cancer International Consortium
MINDACT: Microarray in Node-Negative Disease May Avoid Chemotherapy
MLH1: MutL homolog 1

MLL2: Mixed-lineage Leukemia 2
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Phase G2: phase gap 2
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PTEN: Phosphatase And Tensin Homolog

RB1: Retinoblastoma Transcriptional corepressor 1
RECIST: Response Evaluation Criteria in Solid Tumors
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Chapitre 1 — INTRODUCTION

1. Le cancer du sein

1.1. Epidémiologie du cancer du sein
A I’échelle mondiale, le cancer du sein est le deuxiéme cancer le plus fréquent avec environ 2.1
millions de nouveaux cas en 2018(1). Au Canada, une femme sur huit sera atteinte du cancer du
sein au cours de sa vie(2). Le cancer du sein compte pour 25% de tous les nouveaux cas annuels
de cancer(2). Les taux d'incidence les plus élevés sont en Amérique du Nord, en
Australie/Nouvelle-Zélande et en Europe occidentale et septentrionale(3). Les plus faibles taux se
situent en Asie et en Afrique subsaharienne. Ces différences internationales sont
vraisemblablement liées aux changements sociétaux résultant de l'industrialisation(4). Pour
I'année 2020 aux Etats-Unis le nombre de nouveaux cas estimés de cancers du sein s’éléve 3

276 480 nouveaux cas(5).

Le cancer du sein est aussi la cinquiéme cause de déces chez les femmes dans le monde (627 000
décés)(1). Il est responsable de 15% des décés(1). Chaque jour, 14 femmes canadiennes meurent

du cancer du sein(2).
1.1. Anatomie du sein

1.1.1. Anatomie fonctionnelle et histologie
Le sein (Figure 1) comprend trois structures principales : la peau, le tissu sous-cutané et le tissu
mammaire, qui est composé a la fois d'éléments épithéliaux et stromaux. Les éléments
épithéliaux sont des canaux de ramification qui relient les unités structurelles et fonctionnelles

du sein (les lobules) au mamelon.
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Figure 1. Le sein adulte

Muscle pectoral

Stroma interlobulaire

Unité lobulaire

Canal large et sinus lactifére
Muscle lisse

Paroi thoracique

*Cette figure fut réalisée avec le logiciel Biorender.

Chaque lobule du sein se termine dans un canal lactifere majeur (2—4 mm de diameétre) qui s'ouvre
par un orifice rétréci (0.4—0.7 mm de diameétre) dans I'ampoule du mamelon(6). Chaque canal
majeur se termine dans une portion dilatée appelée un sinus lactifére. Les sinus lactiféeres sont
recouverts d’épithélium squameux stratifié. Les canaux majeurs sont recouverts de deux couches

de cellules cubiques. Les canaux mineurs sont recouverts d'une seule couche de cellules cubiques.

1.1.2. Vascularisation sanguine et lymphatique
Le sein recoit son apport sanguin principal de: a) branches perforantes de I'artéere mammaire
interne; b) branches latérales des artéres intercostales postérieures; c) branches de l'artére

axillaire(6). Ces dernieres incluent les branches de |'artére thoracoacromiale.

Les veines du sein et de la paroi thoracique suivent le parcours des artéres. Le drainage veineux

se jette dans l'aisselle. Les trois principales branches veineuses sont: a) les branches perforantes
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de la veine thoracique interne; b) les branches perforantes des veines intercostales postérieures;

et c) les tributaires de la veine axillaire(6).

Les ganglions sont classés selon une nomenclature organisée en trois niveaux: niveau |, niveau Il
et niveau Il (Figure 2). Les ganglions situés latéralement et inférieurement au rebord du petit
pectoral sont dits de niveau I. Cela inclut les ganglions des groupes: latéral, antérieur et
postérieur. Les ganglions situés postérieurement au petit pectoral et inférieurement a la veine
axillaire appartiennent au niveau Il. Cela inclut les groupes: central et interpectoral. Les ganglions
situés médialement ou supérieurement au rebord du petit pectoral appartiennent au niveau lll.
IIs sont inférieurs a la clavicule. Cela inclut le groupe sous-claviculaire. Plus de 75% du drainage
lymphatique du sein va dans l'aisselle. Le reste est surtout dérivé de I'aspect médial du sein et se

dirige vers les ganglions parasternaux (i.e., mammaires internes).

Figure 2. Représentation schématique des ganglions régionaux du sein

Ganglions niveau

Ganglions niveau |l Ganglions

_/ supraclaviculaires

Veine axillaire

Ganglions niveau | ——

Ganglions mammaires
internes

*Cette figure fut réalisée avec le logiciel Biorender.

Légende : Les ganglions de niveau | sont latéro-inférieurs au petit pectoral, les ganglions de niveau Il sont postérieurs

au petit pectoral, les ganglions de niveau Il sont médiaux ou supérieurs au petit pectoral.
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1.2. Facteurs de risque du cancer du sein

1.2.1. Facteurs de risque démographiques et métaboliques
Le risque de cancer du sein augmente avec I’dge. Aux Etats-Unis, La probabilité de développer le
cancer du sein pour une femme passe de 2% avant 49 ans a 6.7% a partir de 70 ans(5). La hausse
du taux d’incidence de cancer du sein aux Etats-Unis coincide avec une baisse des taux de fertilité
et une augmentation des cas d’obésité(5). Un indice de masse corporel élevé ou un gain de poids
dans le contexte de la périménopause est fortement associé a un risque accru de développer le
cancer du sein(7-10). Cela pourrait étre expliqué par des concentrations sériques d’cestrogénes

plus élevées résultant de la conversion des lipides des tissus adipeux en cestrogene(11).
Facteurs de risque hormonaux

Chez les femmes pré-ménopausées et post-ménopausées, des concentrations endogénes
d’cestrogénes élevées augmentent le risque de cancer du sein(12-14). Cela est particulierement
avéré pour les cancers hormonosensibles, ayant une surexpression des récepteurs d’cestrogenes
(ER). La prise d’cestrogénes exogénes contribue également au développement du cancer du sein,

notamment la pilule contraceptive et I’hormonothérapie de remplacement a long terme(15).

Un autre facteur de risque est la haute densité mammaire. La densité mammaire est une mesure
de I'étendue du tissu fibroglandulaire radiodense par rapport a celle du tissu adipeux. A la
mammographie (i.e., radiographie du sein), les femmes ayant une densité mammaire élevée (i.e.,
>75% de tissu dense) ont jusqu’a cing fois plus de risque de cancer du sein comparativement aux
femmes du méme age ayant moins de tissu dense(16). Cette association augmente avec la densité

mammaire(16).

En termes de facteurs de risque reliés a la reproduction, une ménarche précoce et une
ménopause tardive augmentent la probabilité de cancer du sein(17, 18). Dans une étude, avec
chaque année de délai de début de la ménarche, une réduction de 5% du risque de cancer du sein
fut démontrée(18). La nulliparité est également un facteur de risque ainsi qu'un age avancé lors

de la premiére grossesse(19).
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1.2.2. Facteurs de risque environnementaux et habitudes de vie
Le risque populationnel attribuable a la consommation d’alcool varie de 2% a 11% selon le
pays(20-22). Le risque de cancer du sein est plus élevé autant chez les femmes qui consomment
beaucoup d'alcool (=3 verres par jour) que celles qui en consomment peu (<1 verre par jour)(23,
24). 1l y a une relation dose-effet significative a partir de consommations aussi faibles que trois a
six verres par semaine. De fortes consommations épisodiques, en particulier chez les
consommatrices modérées d'alcool, semblent conférer un risque aux femmes qui ont une sceur

ayant des antécédents de cancer du sein(25).

Plusieurs études démontrent également une augmentation modeste du risque de cancer du sein

avec le tabagisme (26, 27). Le risque est présent notamment chez les fumeuses de longue date.

Par ailleurs, deux études principales démontrent une association entre le travail nocturne et le

cancer du sein(28, 29).

L'exposition aux rayonnements ionisants de la poitrine a un jeune age, comme cela se produit
chez les survivants de cancer, de bombe atomique ou d’accident de centrale nucléaire (i.e.,

Chernobyl), est associée a un risque accru de cancer du sein(30, 31).

1.2.3. Facteurs de risque génétiques héréditaires
Le cancer du sein est le plus souvent sporadique mais dans environ 5% des cas, il est attribuable
a des mutations génétiques spécifiques héréditaires(32). Les génes les plus souvent impliqués
sont BRCA1, BRCA2, p53, RAD51C, RAD51D, STK11, CDH1, PALB2, PTEN, CHEK2 et les genes de
réparation des mésappariements. Ces genes sont impliqués dans la réparation des dommages de

I’ADN.

Des mutations germinales dans les génes BRCA1/2 (BRCA1 ou BRCA2) comptent pour 15% des
cancers du sein familiaux chez les femmes(33). BRCA1 et BRCA2 sont deux génes suppresseurs de
tumeur prédisposant au cancer du sein et situés sur les chromosomes 17 et 13 respectivement.
lIs sont cruciaux pour la recombinaison homologue de I’ADN(34). La recombinaison homologue
de I’ADN est un mécanisme de réparation des bris a I’ADN double-brin(35). C’est le mécanisme le

plus fiable de réparation. La pénétrance des génes BRCA1/2 varie de 30% a 90% selon la mutation
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spécifique(36) et le mode de transmission est autosomal dominant. Les femmes atteintes
développent le cancer a un jeune age, le plus souvent. Le risque cumulatif de cancer du sein a 80
ans est de 72% (IC 95% 65—79) pour le gene BRCA1 et 69% (IC 95% 36—-53) pour BRCA2(37). La

fréquence de cette mutation est particulierement accrue chez les juifs Ashkénazes(38).

Lorsque les génes BRCA1/2 sont mutés, d’autres formes de réparation de I’ADN surviennent et
peuvent résulter en des erreurs dans la réparation, introduisant des mutations. Lorsque ces
mutations surviennent dans des génes associés au cancer, elles entrainent la tumorigenése(35).
D’autres fonctions des genes BRCA semblent aussi impliquées dans la suppression tumorale,
telles que le remodelage de la chromatine et le contréle de la transcription(35, 39). Les tumeurs
des femmes ayant une mutation germinale BRCA présentent une instabilité génomique,
caractérisée par une fréquence élevée de délétions de I'’ADN et de réarrangements

chromosomiques(35).

1.3. Risque de cancer du sein

1.3.1. Lésions a haut risque
Certains de ces changements prolifératifs sont a haut risque (Tableau 2) car les cellules
présentent de I'atypie (i.e., anomalie structurelle cellulaire). Les lésions prolifératives avec atypie
comprennent |'hyperplasie canalaire atypique, I'hyperplasie lobulaire atypique et le carcinome
lobulaire in situ. Ces lésions sont considérées a haut risque car elles sont associées a une
augmentation du risque futur de cancer du sein infiltrant, dit aussi cancer du sein invasif (i.e.,

lorsque les cellules cancéreuses ont migré a I’extérieur du canal)(40).
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Tableau 1. Lésions prolifératives a haut risque de cancer du sein. Adapté de Kumar et al.(36)

Lésion

Hyperplasie canalaire atypique

Hyperplasie lobulaire atypique

Carcinome lobulaire in situ

Histologie

Prolifération uniforme de cellules
épithéliales monomorphes et
régulierement espacées. Similaire au
carcinome canalaire in situ. Limitée en
étendue(36).

Prolifération de cellules dyscohésives
avec un noyau rond et un petit
nucléole, identiques au carcinome
lobulaire in situ. Limitée a moins de
50% des acini dans un lobule. Peut
aussi impliquer les canaux
contigus(36).

Cellules dyscohésives avec un noyau
rond et un petit nucléole. Les cellules
n‘ont pas la protéine d’adhérence E-
cadhérine, résultant en des cellules
libres les unes des autres. Distorsion

architecturale rare(36).

Risque de cancer

Risque relatif égal

a 4(41).

Risque relatif égal

3 4(41).

Risque relatif égal

a6.9(42).

Certaines évidences supportent le fait que ces lésions sont des précurseurs directs de cancer car

elles coexistent dans une proportion élevée de cas de cancer du sein(43, 44). Cependant le cancer

du sein peut survenir dans une région distincte ou méme dans le sein controlatéral, donc ces

lésions sont considérées comme des facteurs de risque en clinique(44). La perte de

I’hétérozigosité est rarement détectée au sein des changements prolifératifs sans atypie mais est

plus fréquente chez les Iésions prolifératives atypiques. Les caractéristiques morphologiques et

biologiques de ces lésions ressemblent beaucoup a celles des carcinomes infiltrants(44).
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1.3.2. Cancer pré-invasif
La plupart des cancers du sein proviennent d'éléments épithéliaux et sont classés comme des
carcinomes. Les carcinomes du sein constituent un groupe de |ésions diverses qui different par

leur aspect microscopique et leur comportement biologique.

1.3.3. Carcinomes in situ
Les carcinomes canalaires in situ (CCIS) englobent un groupe hétérogene de lésions qui different
par leur présentation clinique, leur aspect histologique et leur potentiel biologique. Le CCIS est
caractérisé par la prolifération de cellules épithéliales malignes dans le systeme canalaire
mammaire, sans aucune preuve d'invasion dans le stroma environnant lors d'un examen au
microscope optique(45). Le carcinome canalaire in situ difféere du carcinome lobulaire in situ en
ce qui concerne ses caractéristiques radiologiques, sa morphologie et son comportement

biologique.

1.3.4. Carcinomes infiltrants
Les carcinomes mammaires infiltrants se composent de plusieurs sous-types histologiques

(Tableau 2).

Tableau 2. Sous-types histologiques principaux du carcinome mammaire infiltrant(46).

Types de cancer du sein Prévalences estimées(46)

Carcinome canalaire infiltrant 76%
Carcinome lobulaire infiltrant 8%
Carcinome canalaire/lobulaire 7%
Carcinome mucineux 2.4%
Tubulaire 1.5%
Médullaire 1.2%
Papillaire 1%
Autres (métaplasique, micropapillaire) 5%
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Les deux sous-types principaux sont le carcinome canalaire infiltrant et le carcinome lobulaire
infiltrant. Le carcinome canalaire infiltrant (CCl) est le plus commun des carcinomes infiltrants (70
a 80%)(36). Il est également appelé carcinome infiltrant sans type particulier ou carcinome
infiltrant non spécifié(36). A la macroscopie, ces lésions sont généralement des masses dures,
irrégulieres granuleuses qui envahissent les tissus environnants en forme caractéristique d’étoile.
Elles sont caractérisées au microscope par des cordons et des nids de cellules tumorales avec des
quantités variables de formations glandulaires. Les cellules malignes induisent de la fibrose
lorsqu'elles infiltrent le parenchyme mammaire. Cette réaction est responsable de la masse

cliniguement palpable et de la densité radiologique des CCI.

Les carcinomes canalaires infiltrants sont divisés en trois catégories basées sur une combinaison
de caractéristiques architecturales et cytologiques, généralement évaluées a I'aide d'un systeme

de notation basé sur trois paramétres(47) :

e Différencié (grade 1) : cellules qui s'infiltrent dans le stroma sous forme de nids de glandes
solides. Les noyaux sont relativement uniformes, avec peu ou pas d'activité mitotique.

e Modérément différencié (grade 2) : cellules qui s'infiltrent sous forme de nids solides avec
une certaine différenciation glandulaire. Il existe un certain pléomorphisme nucléaire et
un taux de mitotique modéré.

e Faiblement différenciées (grade 3) : nids solides de cellules néoplasiques sans formation

de glandes. Il existe une atypie nucléaire marquée et une activité mitotique considérable.

Les carcinomes lobulaires infiltrants constituent le deuxieme type de cancer du sein invasif le plus
fréquent, représentant environ 5 a 10% des Iésions invasives. Ces tumeurs sont caractérisées au
microscope par de petites cellules qui s'infiltrent insidieusement dans le stroma mammaire et le
tissu adipeux, individuellement. Elles se développent souvent dans une configuration de type
cible autour des canaux mammaires normaux, n'induisant souvent qu'une réaction fibreuse

minime.

Il existe une association entre les mutations du gene de la cadhérine (CDH1) et les carcinomes

lobulaires infiltrants. Plus de la moitié des carcinomes lobulaires contiennent des altérations dans
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I'un des trois genes clés de la voie de la phosphatidylinositol 3-kinase, PIK3CA, PTEN et AKT1, et

56% des cancers du sein lobulaires sporadiques contiennent des mutations de E-cadhérine(48).

1.4. Facteurs pronostiques du cancer du sein

Un facteur pronostique donne de I'information sur l'issue clinique d’un patient au moment du

diagnostic.
1.4.1. Statut des récepteurs cellulaires

1.4.1.1. Récepteurs des hormones stéroidiennes
Les hormones jouent un role important dans le développement et la progression du cancer du
sein. L'cestrogene, les métabolites de I'cestrogene et les autres hormones stéroidiennes comme
la progestérone, sont des hormones stéroidiennes associées au développement du cancer du
sein(6, 49). Ces hormones sont impliquées dans la régulation de la croissance et de la
différenciation du tissu épithélial mammaire normal(49). Le risque de cancer du sein est

augmenté quand I'exposition aux hormones est prolongée ou a haute dose(49).

La molécule d’cestrogene hydrophobe diffuse a travers la membrane cellulaire. L’cestrogene se
lie alors a ER-alpha, localisé soit dans le cytoplasme soit dans le noyau cellulaire. La liaison
entraine un changement de conformation du récepteur, celui-ci se dimérise et le dimere est
transloqué a travers la membrane nucléaire. Le dimere lie, dans le noyau, des facteurs de
transcription spécifiques et interagit avec ’ADN pour activer ou inhiber la transcription de genes

impliqués dans la réponse aux cestrogénes(49).

Le récepteur ER-alpha peut aussi se localiser a la membrane plasmique(49). Ainsi, il est capable
d’initier des voies de signalisation cellulaire via I'activation de kinases. Via |’activation de second
messagers issus d’une cascade de signalisation, cela résulte en la stimulation de la prolifération

cellulaire et la suppression de I'apoptose(49).

L’évaluation de la surexpression des récepteurs d’cestrogene et de progestérone détermine un
statut pour ces récepteurs. Initialement, une évaluation biochimique de la tumeur fraiche était
réalisée(6). Aujourd'hui, cependant, les récepteurs d'cestrogenes et de progestérone sont évalués

par immunohistochimie sur des tissus enrobés en paraffine. L'état des récepteurs hormonaux

36



peut également étre mesuré dans les échantillons obtenus par biopsie a l'aiguille fine ou au
trocart, ce qui peut aider a orienter la planification du traitement(6). Les tests de dépistage des
récepteurs d'cestrogéne et de progestérone doivent étre effectués sur tous les spécimens de
cancer du sein primaire infiltrant et pour le carcinome canalaire in situ(49). Les cancers du sein
qui ont 1% et plus de cellules marquées positivement pour les récepteurs sont considérés positifs

pour les récepteurs hormonaux(49).

1.4.1.2.  Récepteurs du facteur de croissance HER2 (Human Epidermal growth factor

Receptor 2)
Le HER2 est le récepteur d’un facteur de croissance faisant partie de la famille des récepteurs
EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor). La liaison du ligand entraine I’homodimérisation du
récepteur et sa phosphorylation par des domaines tyrosine kinase(6). La phosphorylation par les
tyrosines kinases entraine une transduction de signal qui résulte en des changements dans la

cellule(6).

Lorsqu'il est surexprimé en cancer du sein, HER2 favorise une croissance et une prolifération
accrues, et augmente les capacités invasives et métastatiques. Des études ont montré que les
patientes présentant une surexpression de HER2 avaient des hauts taux de prolifération, et une

augmentation du risque de récidive et de déces(6, 50).

La détermination du statut HER2 est également recommandée de routine pour tous les cancers
du sein infiltrants (51). On dit que le statut HER2 d’une tumeur est soit positif (i.e., HER2
surexprimé), soit négatif. Ce statut peut étre déterminé par la quantification du nombre de copies
du gene HER2 au moyen de I'hybridation in situ ou par immunohistochimie. HER2 est positif
lorsqu’au moins 10% des cellules tumorales évaluées par immunohistochimie ont un marquage

membranaire homogéne d’HER2 ou que le gene HER2 est amplifié par hybridation in situ(51).

La surexpression de HER2 (i.e., tumeurs HER2-positives) est donc synonyme de mauvais
pronostic(50, 52). La surexpression de HER2 prédit également une bonne réponse aux thérapies

ciblées anti-HER2(51).
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1.4.2. Facteurs pronostiques pathologiques

Taille de la tumeur : la taille de la tumeur (T), représente le plus grand diamétre de la
tumeur primaire au niveau du sein. Elle a été reconnue trés to6t comme un facteur
pronostique important dans le cancer du sein(53).

Envahissement ganglionnaire : I'envahissement ganglionnaire (i.e., dissémination des
cellules tumorales dans la chaine ganglionnaire qui draine la lymphe du sein) est un
facteur de mauvais pronostic fort et indépendant(5).

Métastases a distance : la présence de métastases a distance est un facteur de mauvais
pronostic(5).

Grade tumoral : le grade du cancer du sein est attribué selon le systeme de classification
Elston-Ellis, qui caractérise le degré de différenciation de la tumeur par le pourcentage de
formation de tubules, le pléomorphisme nucléaire et I'activité mitotique(54). Pour chacun
des éléments, le grade histologique combiné de Nottingham attribue un score allant de 1
(favorable) a 3 (non favorable)(55).

Envahissement lymphovasculaire : la détection de cellules tumorales dans les espaces
lymphatiques ou les vaisseaux sanguins dans la zone péritumorale est un marqueur de
développement métastatique potentiel car c’est une étape de la migration des cellules
tumorales dans les ganglions ou organes a distance(56). Cela est associé a un mauvais
pronostic(56).

Réponse pathologique a la chimiothérapie néoadjuvante (i.e., préopératoire): une
réponse pathologique compléte a la chimiothérapie néoadjuvante (i.e., absence de
tumeur) est un facteur pronostique important. La réponse pathologique compléte est
associée a une survie sans maladie et une survie globale favorables chez les cancers de
stade précoce(57-59).

Sous-type histologique: le taux de survie a 30 ans des femmes atteintes de carcinomes
invasifs de types spéciaux (tubulaire, mucineux, médullaire, lobulaire et papillaire) est de
plus de 60%, comparativement a moins de 20% pour les femmes avec un carcinome

canalaire(36, 60).
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1.4.3. Facteurs pronostiques génomiques
L'hétérogénéité cellulaire et moléculaire du cancer du sein, tout comme le grand nombre de
genes impliqués dans la croissance, la mort et la différenciation des cellules indiquent
I'importance d'étudier les multiples altérations génétiques ensemble. Le profilage général de
I'expression des génes permet de mesurer simultanément ['activité (i.e., expression) de milliers
de génes dans une cellule de cancer du sein. Basé sur l'expression génique, plusieurs

classifications des cancers du sein existent dans la littérature.

1.4.3.1.  Classification en sous-groupes intrinséques (PAM50)
Les études sur I'expression des genes ont permis d'identifier plusieurs sous-types distincts de
cancer du sein qui different sensiblement en termes de pronostic et de cibles thérapeutiques
exprimées. La liste des geénes qui différencient ces sous-groupes est appelée la liste intrinseque.
Elle est composée de plusieurs groupes de genes relatifs a I'expression des récepteurs
d'cestrogenes (i.e., le groupe luminal), a I'expression de HER2 et a celle d'un groupe unique de
genes appelé le groupe basal. D'autres genes sont en cours d'identification car les chercheurs

continuent d'étudier les données génomiques dérivées des échantillons de cancer du sein.

Les sous-groupes intrinséques se séparent en deux groupes qui correspondent a |'expression de
genes liés aux récepteurs hormonaux. Cette ségrégation est conforme a la littérature et a
I'expérience clinique qui montrent que les cancers ER-positifs et ER-négatifs définissent des
phénotypes biologiquement distincts qui peuvent dériver de différentes cellules
progénitrices(61). Cependant, la validité analytique et I'utilité clinique de la détermination des
sous-groupes intrinseques dépendent du test spécifique et de I'utilisation clinique précise dans
laquelle le test est appliqué. Le Predictor Analysis of Microarray 50 (PAMS50, par Prosigna) évalue

les sous-groupes intrinséques(62).

La classification en sous-groupes intrinseques(61, 63) est décrite dans le tableau 3. Cette
classification est basée sur un profil moléculaire issu des données de séquencgage de I’ARN et a

une signification pronostique(61).
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Tableau 3. Sous-groupes intrinséques du cancer du sein(61, 63).

Sous-groupe Prévalence Phénotype Risque de récidive
Basal 20% Triple-négatif Elevé

HER2 10% ER-négatif Elevé
Luminal A 40% ER-positif Faible
Luminal B 20% ER-positif Elevé
Normal 10% Mixte Intermédiaire

Les tumeurs basales ont le moins bon pronostic, suivi des tumeurs HER2-positives et luminales
B(61). Les tumeurs basales sont appelées ainsi en raison d'une certaine similitude dans
I'expression des genes avec les cellules épithéliales basales du tissu mammaire normal. Elles se
caractérisent par une faible expression des genes des sous-groupes luminal et HER2. Pour cette
raison, ces tumeurs sont généralement ER-négatif, PR-négatif et HER2-négatif au niveau de

I'immunohistochimie.

Les tumeurs HER2 se caractérisent par une forte expression des groupes de génes HER2 et de
genes de prolifération. Ces tumeurs ont une faible expression de genes des sous-groupes luminal
et basal. Ainsi, ces tumeurs sont le plus souvent négatives pour les récepteurs d’cestrogene et de
progestérone. Ces tumeurs sont souvent positives pour le HER2 clinique (i.e., déterminé par
immunohistochimie ou hybridation in situ). Cependant, le sous-groupe intrinseque HER2 n'est pas
directement synonyme de cancer du sein cliniquement HER2-positif. Alors que les cancers du sein
cliniguement HER2-positifs ont généralement une expression génique élevée d’HER2, un

pourcentage important d’entre eux n'en démontre pas(64).

Les tumeurs luminales comprennent deux groupes : luminal A et luminal B. Le nom luminal vient
de la similarité de I'expression des genes entre ces tumeurs et I'épithélium canalaire du sein
normal. Ce sont les sous-types les plus courants, qui constituent la majorité des cancers du sein
ER-positifs, et sont caractérisés par I'expression du récepteur d’cestrogene, du récepteur de
progestérone et d'autres genes associés a l'activation du récepteur d’cestrogene. Bien qu'ils
représentent la majorité des cancers du sein ER-positifs, les sous-types luminaux A et B
présentent des distinctions moléculaires et pronostiques importantes. Les tumeurs luminales A

ont une forte expression des genes liés au récepteur cestrogénique(65, 66). Elles sont moins
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agressives que les tumeurs luminales B et ont moins d’expression des genes de prolifération
cellulaire(61). Les tumeurs luminales B ont une expression relativement faible de genes liés au
récepteur cestrogénique et une expression élevée des genes de prolifération. Le sous-type normal
est un groupe moins défini et hétérogéne composé de tumeurs ayant un contenu stromal élevé,
une infiltration lymphocytaire élevée, et celles qui présentent une contamination par des cellules

épithéliales normales et une faible teneur en cellules malignes(63).

Cette classification est davantage utilisée en recherche et est peu utilisée en clinique chez les
patientes. D'autres classifications existent et sont plus répandues en clinique, I'option la plus

acceptée et largement utilisée est le risque de récidive.

1.4.3.2.  Classification selon le risque de récidive (Oncotype DX)
Le score de récidive de 21 génes Oncotype DX (Tableau 4) est le test pronostique le mieux
validé(67-71). Il fut évalué a la fois comme test pronostique et prédictif. Il permet d'identifier les
patientes ayant un cancer ER-positif/HER2-négatif dont le pronostic est si favorable que les
avantages de la chimiothérapie adjuvante (i.e., aprés la chirurgie) sont trés faibles. A I'heure
actuelle, il est indiqué pour les cancers du sein inférieurs ou égal a 5 cm, sans envahissement
ganglionnaire, ER-positif/HER2-négatif qui recevront une thérapie endocrine. Le score de récidive
a été développé en identifiant les 250 genes candidats les plus prometteurs décrits dans la
littérature(71). Les chercheurs ont ensuite utilisé une méthode RT-PCR (Reverse Transcriptase-
Polymerase Chain Reaction) pour générer des niveaux d'expression de ces genes dans les tissus
enrobés de paraffine de 447 patients. Une formule mathématique comprenant 16 genes (plus 5
génes de référence) a ensuite été générée pour optimiser la prédiction de la récidive a distance
malgré I'administration de thérapie endocrine(71). La survie globale des patients était aussi

prédite(71). La somme de ce calcul fournit un score de récidive.

Tableau 4. Score de récidive et bénéfice de la chimiothérapie(67).

Score de récidive
Age 0-10 11-15 16-20 21-25 26-100
> 50 ans Absence de bénéfice Bénéfice large
<50ans Absence de bénéfice = 1.6% de bénéfices = 6.5% de bénéfices Bénéfice large
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e Score de récidive inférieur a 26

Les patientes ayant un score de récidive entre 0 et 10 ont moins de 4% de risque de récidive et
n'ont aucun bénéfice a recevoir la chimiothérapie adjuvante. Entre 11 et 25 le bénéfice varie
comme suit. Celles ayant un score entre 11 et 15 n'ont aucun bénéfice a recevoir la
chimiothérapie adjuvante par rapport a la thérapie endocrine. Entre 16 et 20, les patientes de
plus de 50 ans n'ont aucun bénéfice a recevoir la chimiothérapie, tandis que celles de 50 ans et
moins ont 1.6% de bénéfices sur leur risque de récidive(67). En effet, chez les patientes agées de
50 ans et moins, la chimiothérapie confeére un avantage par rapport a la thérapie endocrine avec
moins de récidives a distance(67). Entre 21 et 25, les patientes de plus de 50 ans n'ont aucun
bénéfice a recevoir la chimiothérapie, tandis que celles de 50 ans et moins ont 6.5% de bénéfices

sur leur risque de récidive.
e Score de récidive entre 26 et 30 (inclusivement)

Chez ces patientes, I'omission de la chimiothérapie ne fut pas étudiée de maniere prospective et
la décision est prise selon des facteurs cliniques et pathologiques additionnels(67). En clinique, il
n'y a pas une grande distinction entre les patientes de score situé entre 26 et 30, et celles dont le
score est supérieur a 30. La chimiothérapie est généralement administrée pour ces deux groupes

de patientes.
e Score de récidive supérieur a 31

Le risque de récidive est élevé et la chimiothérapie adjuvante est indiquée(60).

1.4.3.3.  Autres classifications génomiques

e Profil pronostique de 70 génes d'Amsterdam (MammaPrint)

Sur la base de I'essai clinique randomisé MINDACT (Microarray in Node-Negative Disease May
Avoid Chemotherapy), MammaPrint est I'un des nombreux essais qui pourraient étre utilisés pour
déterminer le pronostic des personnes présentant un risque clinique élevé, un cancer du sein
positif pour les récepteurs hormonaux, HER2-négatif et un envahissement ganglionnaire nul a
faible (un a trois ganglions métastatiques) afin d'éclairer les décisions concernant I'administration

de la chimiothérapie(72-74). Cependant, les personnes présentant un risque clinique faible ont
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peu de bénéfices a tirer d'une chimiothérapie, quels que soient les résultats de ce test. Pour celles
qui présentent une atteinte ganglionnaire et un faible risque selon le profil pronostique de 70
genes, il convient de fournir des conseils afin d'éviter d'exclure un bénéfice de la chimiothérapie,

en particulier chez les patientes ayant plus d'un ganglion lymphatique atteint.

Le profil génétique de 70 génes a été développé a partir d'une analyse supervisée de I'expression
génique sur des micropuces tissulaires provenant de 98 tumeurs mammaires primaires(75). Un
modele mathématique fut utilisé pour calculer un score qui stratifie les patientes comme ayant

un cancer du sein avec un mauvais ou un bon pronostic associé.

La validité clinique du profil pronostique de 70 génes a été démontrée dans de nombreuses
études(74, 76-78). Les résultats de I'étude MINDACT suggerent que ce profil génétique peut
identifier des sous-ensembles de patientes qui ont une faible probabilité de récidive a distance
malgré des caractéristiques cliniques a haut risque(74). Parmi les patientes de la population en
intention de traitement qui présentaient un risque clinique élevé de récidive mais un risque faible
selon le profil pronostique de 70 genes, les taux de survie a cing ans sans métastases a distance
étaient similaires avec et sans chimiothérapie. Cependant, I'étude MINDACT n'avait pas la

puissance statistique nécessaire pour exclure un bénéfice de la chimiothérapie(76).
e EndoPredict

Un autre test pronostique est basé sur I'ARN et utilise une RT-PCR de 11 genes (dont trois genes
de référence) pour calculer un score de pronostic. Le test EndoPredict a été validé en utilisant les
données de deux études autrichiennes sur le cancer du sein (ABCSG-6 et ABCSG-8), et sa valeur
pronostique s'est avérée indépendante des facteurs de pronostic conventionnels(79). Ce test fut
validé sur 3746 tumeurs traitées par thérapie endocrine avec ou sans chimiothérapie.
EndoPredict est utile pour I'identification des patientes atteintes de tumeurs HER2-négatives/ER-
positives qui présentent un tres faible risque de récidive sans chimiothérapie adjuvante(80).
EndoPredict identifie aussi les patientes a faible risque de récidive tardive(80). Un score supérieur
a 3.33 établit un risque de récidive élevé et un score égal ou inférieur a 3.33 établit un risque
faible. Dans les études, les patientes étant dans le groupe de faible risque avaient un risque de

récidive a 10 ans égal a 4%(79). Ce test peut étre effectué de maniere fiable dans les laboratoires
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de pathologie moléculaire de routine en utilisant des échantillons fixés au formol et enrobés de
paraffine(81). Il peut étre réalisé avec des tissus provenant soit de biopsies ou d'échantillons

chirurgicaux(82).
e Breast Cancer Index

Le Breast Cancer Index est une combinaison de deux profils. Le premier profil est le rapport
d'expression (rapport H:l) de I'noméoboxe antiapoptotique B13 (HOXB13) et du récepteur de
I'interleukine 17B (IL17BR) et le Molecular Grade Index. Grace a l'analyse des micropuces d'ADN
a l'échelle du génome, trois genes exprimés de maniere différentielle ont été associés a un risque
accru de progression chez les cancers ER-positifs traités au tamoxifene : HOXB13 (surexprimé
dans les cas de récidives post tamoxifene); et IL17BR et ESTAI240933 (tous deux surexprimés dans
les cas de non-récidives post tamoxiféne)(83). Comparé aux facteurs de pronostic clinique (par
exemple, I'age, la taille de la tumeur, le grade de la tumeur et I'état des ganglions lymphatiques),

le rapport H:l était significativement et indépendamment corrélé avec le résultat.

Le seuil utilisé pour déterminer le risque de récidive tardive est égal a 5. Les patientes ayant un
score entre 0 et 5 ont un faible risque et celles ayant un score entre 5.1 et 10 ont un haut
risque(60). Contrairement aux patientes qui ont un risque élevé, celles qui ont un faible risque ne

bénéficient pas d'une thérapie prolongée(60).

1.5. Stades du cancer du sein
Le systeme de classification du cancer du sein TNM (Tumor Node Metastasis) est un systeme
international permettant de déterminer le stade d’un cancer du sein(55). Cette classification est
utilisée pour déterminer le pronostic et orienter la prise en charge des patientes. |l est également
utilisé pour faciliter les discussions sur le traitement et le pronostic entre les professionnels qui

collaborent, ainsi qu'entre les professionnels et les patients.

Le systeme de classification TNM met en corrélation les caractéristiques importantes des tumeurs
avec les données de survie. Il est basé sur une analyse rétrospective de la survie dans divers

échantillons de patients représentant tous les stades de la maladie.
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La détermination du stade dépend traditionnellement de la taille de la tumeur, de l'implication
des ganglions lymphatiques et de la présence de métastases. La huitieme édition integre des
marqueurs biologiques, qui améliorent la discrimination pronostique par rapport a la seule

classification anatomique(55).

1.5.1. Taille de la tumeur primaire
La classification de la tumeur primaire (i.e., située au niveau du sein) est la méme, que ce soit

cliniquement ou pathologiquement (Tableau 5, Figure 3).

Tableau 5. Classification de la tumeur primaire. Adapté de la huitieme édition du manuel de
I’AJCC (American Joint Committee on Cancer)(55).

Catégorie T  Critére

TX La tumeur primaire ne peut pas étre évaluée

TO Aucune évidence de tumeur primaire

Tis(CCIS)* Carcinome canalaire in situ

Tis(Paget) Maladie de Paget du mamelon non associée avec du CCIS ou du carcinome

infiltrant.
T1 Tumeur < 20 mm
T2 Tumeur > 20 mm mais < 50 mm
T3 Tumeur > 50 mm
T4 Tumeur de n’importe quelle taille avec une extension directe a la paroi

thoracique et/ou la peau (ulcération ou nodule). Linvasion isolée du derme ne
qualifie pas pour T4.

Légende :
Les mesures de taille tumorale considerent le plus grand diametre.

*Le carcinome lobulaire in situ est considéré une entité bénigne.
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Figure 3. Représentation de différentes catégories de tumeurs primaires selon la classification
TNM.

satellite
Ulcération

Tumeur
primaire

*Cette figure fut réalisée avec le logiciel Biorender.

Légende:

Les tumeurs T2 mesurent 2-5 cm, les tumeurs T3 mesurent plus de 5 cm, les tumeurs T4 ont une extension directe a
la paroi thoracique et/ou la peau (ulcération ou nodule). L'invasion isolée du derme ne qualifie pas pour T4. Les
tumeurs T4a ont une extension a la paroi thoracique excluant le grand pectoral. Les tumeurs T4b ont une ulcération
ou des nodules macroscopiques ipsilatéraux avec ou sans cedeme de la peau. Les tumeurs T4c ont les caractéristiques

a la fois des tumeurs T4b et de T4c.

1.5.2. Envahissement ganglionnaire

1.5.2.1.  Classification clinique

Une classification clinique de I'’envahissement ganglionnaire est fournie au tableau 6.
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Tableau 6. Classification clinique de I'envahissement ganglionnaire. Adapté de la huitieme
édition du manuel de I’AJCC(55).

Catégorie N*
cNX

cNO
cN1
cN2

cN3

Légende :

Critére clinique

Les ganglions régionaux ne peuvent pas étre évalués (e.g., précédemment
enlevés)

Aucune évidence d’envahissement ganglionnaire

Métastases a des ganglions axillaires mobiles ipsilatéraux niveaux |, II
Métastases a des ganglions axillaires fixes ou amassés niveaux |, Il; ou dans les
ganglions mammaires internes ipsilatéraux en I'absence de métastases axillaires
Métastases dans les ganglions ipsilatéraux infraclaviculaires (niveau Ill) avec ou
sans métastases aux niveaux |, Il;

ou dans les ganglions mammaires internes ipsilatéraux avec des métastases a
des ganglions axillaires ipsilatéraux niveaux I, II;

ou dans les ganglions supraclaviculaires ipsilatéraux avec ou sans métastases
dans les ganglions mammaires internes

*La lettre « ¢ » inscrite en minuscule pour chaque catégorie signifie clinique.

1.5.2.2.  Classification pathologique

Une classification pathologique de I’envahissement ganglionnaire est fournie au tableau 7.
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Tableau 7. Classification pathologique de I'envahissement ganglionnaire. Adapté de la huitieme
édition du manuel de I’AJCC(55).

Catégorie N*
pNX

pNO

pNO(i+)
pNO(mol+)
pN1

pN2

pN3

Légende :

Critere pathologique

Les ganglions régionaux ne peuvent pas étre évalués (e.g., précédemment
enlevés)

Aucune évidence d’envahissement ganglionnaire ou cellules tumorales isolées
uniquement (i.e., cellules malignes en amas de moins de 0.2 mm dans des
ganglions régionaux)

Cellules tumorales isolées uniquement

Changements moléculaires positifs par RT-PCR

Micrométastases ou métastases a 1-3 ganglions axillaires;

et/ou des métastases dans des ganglions mammaires internes sentinels** sans
trouvaille clinique

Métastases a des ganglions axillaires fixes ou amassés niveaux |, Il; ou dans les
ganglions mammaires internes ipsilatéraux en I'absence de métastases axillaires
Métastases dans au moins 10 ganglions axillaires;

ou dans les ganglions infraclaviculaires;

ou dans les ganglions mammaires internes ipsilatéraux (par imagerie) avec des
métastases a des ganglions axillaires ipsilatéraux niveaux |, II;

ou dans plus de trois ganglions axillaires avec des métastases dans les ganglions
mammaires internes ipsilatéraux sentinels (sans trouvaille clinique)

*La lettre « p » inscrite en minuscule pour chaque catégorie signifie pathologique.

**| es ganglions sentinels sont les premiers ganglions dans lesquels des cellules cancéreuses sont les plus susceptibles

de se propager a partir de la tumeur primaire.

1.5.3. Meétastases a distance

On parle de métastases a distance lorsque des cellules de cancer du sein se disséminent a

I'extérieur du sein et de son réseau lymphatique régional. La classification est a la fois clinique et

pathologique (Tableau 8).
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Tableau 8. Classification de I'envahissement métastatique a distance. Adapté de la huitieme
édition du manuel de I’AJCC(55).

Catégorie M* Critére pathologique

cMO Aucune évidence clinique ou radiographique de métastases a distance

cMO(i+) Aucune évidence clinique ou radiographique de métastases a distance en
présence de cellules tumorales ou de dép6ts de moins de 0.2 mm détectés
microscopiquement ou par techniques moléculaires dans la circulation
sanguine, la moelle osseuse, ou d'autres tissus non régionaux chez un patient
sans signes ou symptoémes de métastases

cM1 Métastases a distance détectées de maniere clinique et radiographique

pM1 N'importe quelle métastase prouvée histologiquement (> 0.2 mm) dans un
organe a distance; ou dans des ganglions non régionaux.

Légende :

*La lettre « ¢ » inscrite en minuscule pour les catégories signifie clinique. La lettre « p » inscrite en minuscule signifie

pathologique.

2. Le cancer du sein triple-négatif

2.1. Définition

Le cancer du sein triple négatif (CSTN) est un terme qui a été historiquement appliqué aux cancers
du sein qui n'ont pas I'expression du récepteur d'cestrogene, du récepteur de progestérone et du
récepteur HER2. Le CSTN a tendance a se comporter de maniére plus agressive que les autres
types de cancer du sein et a un moins bon pronostic(84). Bien que les principes de base du
diagnostic et du traitement du CSTN soient similaires a ceux du cancer du sein en général, de
nombreux aspects, comme les facteurs de risque, les caractéristiques moléculaires et

pathologiques, I'histoire naturelle et la sensibilité a la chimiothérapie, sont uniques au CSTN.

2.2. Epidémiologie
Le CSTN représente environ 15 a 20% des cancers du sein diagnostiqués dans le monde(2, 84, 85).
Par rapport au cancer du sein a récepteurs hormonaux positifs, CSTN est plus souvent

diagnostiqué chez les femmes de moins de 40 ans. En outre, le cancer du sein triple-négatif
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semble étre relativement plus fréquent chez les femmes noires que chez les femmes

blanches(86).

Les autres facteurs de risque principaux pour le cancer du sein triple-négatif sont les mutations
BRCA1/2, la race, et le statut pré-ménopausé. Jusqu'a 20% des patientes atteints de CSTN
présentent une mutation BRCA, en particulier BRCA1(87). En revanche, moins de 6% de tous les
cancers du sein sont associés a une mutation du géne BRCA(32, 84). Le statut pré-ménopausique
a été associé a une incidence accrue du diagnostic de CSTN par rapport au statut post-
ménopausique(88). Les femmes pré-ménopausées peuvent fréquemment présenter une maladie

ER-positive et/ou HER2-positive, et il est essentiel de tester leurs tumeurs pour ces marqueurs.

Plusieurs études ont démontré que les femmes afro-américaines ont un risque plus élevé de CSTN
que les femmes non afro-américaines(89). L'obésité est aussi associée au sous-type triple-
négatif(86). Parmi les autres facteurs associés, on retrouve le surpoids, le jeune age lors de la

premiére grossesse a terme et une naissance récente(86).

2.3. Présentation clinique et diagnostique
Les cancers du sein triple-négatif se développent rapidement et sont plus susceptibles d'étre
diagnostiqués cliniguement que par mammographie par rapport aux cancers ER-positifs(90). Les
patientes atteintes de cancer du sein triple-négatif développent des récidives précoces (i.e.,

moins d'un an apres le diagnostic initial), notamment sous la forme de métastases viscérales(85).

2.4. Caractéristiques moléculaires

Une des premieres caractéristiques moléculaires trouvée est le fait que les CSTN surviennent

souvent chez des patientes ayant une mutation BRCA1(91).

En ce qui concerne les sous-groupes intrinseques, les CSTN est un groupe majoritairement
composé de tumeurs du sous-type intrinséque basal (Tableau 3)(91, 92). Mais les deux groupes
ne sont pas synonymes pour autant(92). Les CSTN de sous-type basal et les tumeurs BRCA-muté
partagent des caractéristigues communes comme le statut des récepteurs hormonaux négatif,
une baisse de I'expression de la protéine BRCA, une mutation P53 et une sensibilité aux agents

de chimiothérapie endommageant I'ADN(84, 85, 93).
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Par ailleurs, une classification existe au sein des tumeurs triple-négatives car le CSTN est une
entité hétérogéne(91). Cette classification est le résultat de I'analyse de I'expression génique de
587 tumeurs triple-négatives(91). Six sous-types, démontrant chacun un profil d'expression
génique unique furent découverts. L'ontologie de chacun de ces sous-types est également
différente car les voies d'enrichissement génique sont distinctes(91). Ces sous-types sont: basal 1
(BL1), basal 2 (BL2), immunomodulateur (IM), mésenchymateux (M), mésenchymateux type

cellule souche (MSL) et récepteur d'androgene (LAR).

e BL1 et BL2: Ces sous-types sont trés enrichis au niveau des voies du cycle cellulaire et de
la division cellulaire. L'expression de genes impliqués dans la prolifération cellulaire y est
élevée. Les voies des genes tels que ATR et BRCA, impliqués dans la réponse aux
dommages d'ADN sont enrichies dans ces sous-types. Le sous-type BL2 démontre une
ontologie particuliere avec des genes impliqué dans la signalisation des facteurs de
croissance, la glycolyse et la gluconéogenese.

e |M: Ce sous-type est enrichi au niveau des voies immunitaires incluant la signalisation des
cellules immunitaires, des cytokines, la présentation des antigenes, et les voies centrales
de transduction du signal. Le carcinome médullaire est associé a ce sous-type.

e M et MSL: Le sous-type mésenchymateux détient une variété de voies enrichies en
mobilité cellulaire, interaction avec le récepteur ECM (extracellular matrix) et en
différenciation cellulaire. Le sous-type MSL partage la méme ontologie et a, de maniere
unique, un enrichissement dans les voies de signalisation de facteurs de croissance,
I'angiogenese et la signalisation immunitaire. Les voies de signalisation enrichies dans les
sous-types M et MSL partagent des caractéristiques communes avec le cancer du sein
métaplasique qui est tres faiblement différencié.

e LAR: malgré le fait que le CSTN soit ER-négatif, le sous-type LAR est fortement enrichi dans
les voies impliquées dans la régulation hormonale incluant la synthéese des stéroides, le
métabolisme de la porphyrine et celui des androgénes/cestrogénes. De plus 'ARNm du
récepteur d'androgéne est trés exprimé (i.e., 9 fois plus que les autres types), ainsi que les

co-activateurs et les cibles du récepteur.
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2.5. Traitement du cancer du sein triple-négatif

2.5.1. Principes généraux
Les principes de traitement du cancer du sein triple-négatif se recoupent avec ceux du cancer du

sein en général. Le traitement du cancer du sein triple-négatif differe selon le stade.

Pour les cancers au stade précoce (stade | ou Il), le traitement primaire est une chirurgie
mammaire. Une tumorectomie ou une mastectomie peuvent étre réalisées. La tumorectomie
correspond a l'excision de la tumeur en marges saines (i.e., exemptes de néoplasie) et la
mastectomie consiste en |'ablation compléte du sein. Les ganglions régionaux sont retirés (i.e,
biopsie des ganglions sentinels ou dissection axillaire) avec ou sans radiothérapie adjuvante.
Apres un traitement local définitif, une thérapie systémique peut étre proposée en fonction des
caractéristiques primaires de la tumeur, telles que la taille de la tumeur, son grade, le nombre de
ganglions lymphatiques envahis. Toutefois, certaines patientes atteintes d'un cancer du sein a un
stade précoce peuvent étre traitées d'abord par une thérapie avant la chirurgie (i.e.,
néoadjuvante), suivie d'une intervention chirurgicale. Une forte corrélation existe pour le CSTN
de stade précoce, entre la réponse pathologique compléte a la thérapie néoadjuvante et la survie
a long terme(57-59). La réponse pathologique compléte est associée a une meilleure survie

globale et une meilleure survie sans maladie.

La plupart des patientes atteintes d'un cancer du sein localement avancé (i.e., stade lll, Iésions T3
ou T4) et certaines a un stade plus précoce de la maladie ont un haut risque de récidive. De ce
fait, elles sont traitées par une thérapie systémique néoadjuvante. L'objectif du traitement est
d'induire une réponse tumorale avant I'opération et de permettre, entre autres, la conservation
du sein. La chimiothérapie néoadjuvante fournit également des informations sur la réponse au
traitement qui peuvent étre utiles a un moment ultérieur quant au pronostic de la patiente(94),
si la tumeur récidive. La réduction de la taille tumorale peut permettre une intervention
chirurgicale moins importante sur le sein et/ou I'aisselle, en améliorant les résultats esthétiques

et en réduisant les complications postopératoires(94-96).
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2.5.2. Chimiothérapie
La chimiothérapie a base d'anthracyclines (e.g., doxorubicine), d'alkylants (e.g.,
cyclophosphamide) et de taxanes (e.g., taxol) est la thérapie adjuvante standard pour le CSTN
(survie sans récidive de 69% et survie globale de 75% a 10 ans)(60, 97, 98). Les anthracyclines
inhibent la synthese de I'ADN par intercalation entre les paires de bases de I'ADN et par inhibition
de la topoisomérase 11(99, 100). Les agents alkylants empéchent la division cellulaire en réticulant
les brins d'ADN. Les taxanes favorisent I'assemblage des microtubules et les stabilisent(101). Les
taxanes entrainent la suppression de la dynamique fuseau-microtubule, menant au

ralentissement ou au blocage de la mitose(101).

Dans le contexte adjuvant, lorsque la réponse tumorale n'est pas complete suite a la
chimiothérapie néoadjuvante, la capecitabine a démontré une amélioration de la survie globale
et de la survie sans maladie dans I'étude CREATE-X(102). La capecitabine est un agent
antimétabolite. C'est un promédicament du fluorouracile. Il subit une hydrolyse dans le foie et les
tissus pour former le fluorouracile qui est la partie active(103). Le fluorouracile est un
antimétabolite pyrimidine fluoré qui inhibe la thymidylate synthétase, limitant la disponibilité des

nucléotides thymidines pour la synthése de I'ADN et de I'ARN(103, 104).

2.5.2.1. Mécanisme d’action et efficacité du carboplatin
Les chimiothérapies composées de sels de platine modifient les bases de I'ADN de maniere
covalente(105, 106). Le carboplatin (cis-diammine(cyclobutane-1,1-dicarboxylate-O, O’)platinum
II) et le cisplatin (cis-diamminedichloroplatinum II, cis-DDP) sont deux chimiothérapies
composées de sels de platine faisant partie de la classe des agents alkylants (Figure 4)(105).
L'activité anticancéreuse du cisplatin fut découverte dans les années 1960 par Barnett Rosenberg
et a précédé le développement du carboplatin, un dérivé du cisplatin qui a une importante activité
anti-tumorale, une meilleure stabilité et une moindre néphrotoxicité(105-108). Les
chimiothérapies composées de sels de platine sont réparties en deux groupes structurels: le
groupe cis-[Pt(amine)2X2] et le groupe polynucléaire PtlIV. Le carboplatin et le cisplatin font partie

du groupe cis-[Pt(amine)2X2](105).
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Figure 4. Structures du cisplatin et du carboplatin. Adapté de Weber(105).
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*Cette figure fut réalisée avec le logiciel Biorender.

Légende :

Abréviations : Pt, platine. Cela représente sur cette figure I'entité essentielle de platine.

Les connaissances qui existent sur le mécanisme d'action des chimiothérapies composées de sels
de platine sont en grande partie issues des études sur le cisplatin et sont encore en voie
d'acquisition. Une fois dans la cellule, le carboplatin lie principalement la glutathione dans le
cytoplasme et I'ADN dans le noyau, au niveau du site de liaison du nucléosome(109). L'interaction
du carboplatin avec I'ADN repose sur un processus d'hydrolyse par lequel un ligand du carboplatin
est perdu et remplacé par une molécule d'eau(105, 107, 109, 110). Les produits de cette hydrolyse
sont des complexes réactifs de platine qui réagissent principalement avec I'ADN dans le
noyau(109). Cette hydrolyse entraine la fixation de complexes réactifs de platine sur une base
dans I'ADN au niveau du site cyclobutane-1,1-dicarboxylate du carboplatin(107). Les complexes
réactifs de platine se lient a des groupes nucléophiles, tels que les sites riches en guanine-cytosine
de I'ADN(105). lls induisent des mono-adduits, des liaisons covalentes intra-brin, inter-brin; et des
liaisons covalentes entre I'ADN et les protéines(105). Ces liaisons entrainent le chevauchement
des brins d'ADN ou des cassures de I'ADN résultant de tentatives de réparation(106). Les
complexes réactifs de platine empéchent la réplication, la transcription, la croissance et la

prolifération cellulaire(106, 109).
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Le mécanisme majeur de cytotoxicité des sels de platine est I'apoptose(109). L'apoptose est
caractérisée par la condensation de la chromatine, la rétraction de la cellule et la fragmentation
de I'ADN(106, 110). L'ADN endommagé et lié aux complexes réactifs de cisplatin active
puissamment les voies de transduction de signal capables d'activer I'apoptose telles que AKT (v-
akt murine thymoma viral oncogene homologue), c-ABL (v-abl Abelson murine leukaemia viral
oncogene homologue 1), p53, MAPK (mitogen-activated protein kinase)/JNK (c-Jun NH2-terminal
kinase)/ERK (extracellular signal-regulated kinase)(105). Cet ADN endommagé active aussi les
points de controle du cycle cellulaire et cause un arrét marqué en phase G2 (i.e., gap 2, phase qui
permet a I'ADN d'étre réparé) par les voies ATR et ATM(110, 111). Lorsque la réparation échoue

ou est inadéquate, la cellule entre en apoptose(110).

Initialement, les sels de platine ont démontré de ['efficacité en cancers testiculaire et
ovarien(105). Le carboplatin a été approuvé en clinique en 1989(105). Parmi de nombreux
analogues des sels de platine, le carboplatin a une utilisation trés répandue en clinique(112). En
cancer du sein triple-négatif, il ne fait pas partie des traitements standards. L'ajout du carboplatin
a la chimiothérapie standard néoadjuvante pour le CSTN est une controverse. Plusieurs essais
cliniques randomisés démontrent une amélioration de la réponse pathologique compléte avec
I'ajout de carboplatin en néoadjuvant(113-115). Cependant, cela est associé a des effets
secondaires hématologiques et neurologiques et il n'y a pas d'amélioration de la survie globale.
Le carboplatin peut entrainer une neutropénie (20-31%), des diarrhées (24%), une
thrombocytopénie (12-22%), une neuropathie périphérique (33-41%), de la fatigue (29-51%) et
des arthralgies (10%)(114, 115).

Une combinaison de chimiothérapie contenant un sel de platine ou un taxane fut démontré
efficace chez les patientes atteintes de cancer du sein triple-négatif(116). En premiére ligne de
chimiothérapie la combinaison paclitaxel/carboplatin constitue une option efficace (survie sans
progression = 30 mois avec le carboplatin versus 13 mois avec la gemcitabine)(117-119). Pour les
patientes de stade IV avec une mutation germinale BRCA, le carboplatin a démontré une
meilleure réponse tumorale et une meilleure survie sans maladie comparativement au

docetaxel(120).
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2.5.3. Mécanismes de réponse aux traitements endommageant I'ADN
La chimiothérapie endommage I'ADN et peut mener a une instabilité génomique. Les dommages
a I'ADN peuvent étre des lésions directes ou des mutations qui surviennent lorsque I'ADN est mal
réparé(121). La variété et la fréquence des Iésions de I'ADN correspondent a la complexité des
mécanismes qui contrecarrent ces menaces a l'intégrité génomique(121). Collectivement, ces
mécanismes sont connus sous le nom de réponse aux dommages de I'ADN. La réponse aux
dommages de I'ADN englobe plusieurs mécanismes fonctionnels qui sont définis par le type de

lésion qu'ils adressent(121) (Figure 5).

Figure 5. Mécanismes de réparation de I'ADN. Adapté de Lord et Ashworth(121).
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*Cette figure fut réalisée avec le logiciel Biorender.
Légende :

L'ADN est continuellement exposé a une série d'agressions qui provoquent une série de Iésions, allant des cassures

monobrins aux événements d'alkylation des bases. Le choix du mécanisme de réparation est largement défini par le
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type de lésion, mais d’autres facteurs tels que le stade du cycle cellulaire jouent également un role. Les protéines

clés impliquées dans chaque mécanisme de réparation sont présentés.

La plupart des voies de la réponse aux dommages de I'ADN englobent un ensemble similaire de
processus étroitement coordonnés : la détection des Iésions de I'ADN, I'accumulation de facteurs
de réparation de I'ADN sur le site des |ésions et enfin la réparation physique de la lésion. La plupart
des modifications subtiles de I'ADN, telles que les Iésions oxydatives, les produits d'alkylation et
les dommages a un brin unique, sont réparées par une série de mécanismes que |'on appelle

réparation par excision de base(121).

La réparation par excision de bases, corrige des dommages de I'ADN non volumineux survenus
par oxydation, déamination ou alkylation(122). Elle se fait en quatre grandes étapes:
reconnaissance de la lésion par une glycosylase d'ADN, excision de la base endommagée,
synthese du nouvel ADN et ligature(121). D'abord une glycosylase d'ADN reconnait le dommage
de I'ADN. Cette enzyme clive le lien glycosydique qui unit la base au désoxyribose et une
endonucélase AP (apurinique/apyrimidinique) lyse le squelette d'ADN, laissant un déficit(123).
Puis, la polymérase B synthétise le nouvel ADN au site du déficit(123). Enfin, une ligase cimente
I'espace résiduel(124). Lorsque la réparation par excision de base est compromise, la cellule est

davantage sensible aux agents alkylants comme le carboplatin et le cisplatin(125).

Certaines des Iésions monobrin plus volumineuses qui déforment la structure hélicoidale de I'ADN
sont traitées par excision de nucléotides(121). La réparation par excision de nucléotides se divise
en deux groupes: 1) couplée a la transcription, qui se produit lorsque la Iésion bloque et est
détectée par I'ARN polymérase; et 2) génome global, dans lequel la lésion est détectée non pas
dans le cadre d'un processus de transcription bloqué mais parce qu'elle perturbe 'appariement
des bases et déforme I'hélice d'ADN(121). Bien que ces processus détectent les Iésions en utilisant
des mécanismes différents, ils les réparent de maniere similaire : 'ADN entourant la Iésion est
excisé, puis remplacé par le mécanisme normal de réplication de I'ADN. La protéine ERCC1

(Excision Repair Cross-Complementing Protein 1) est la clé de cette étape d'excision.

Les principaux mécanismes qui permettent de faire face aux dommages double-brin sont la

recombinaison homologue et [|'assemblage d'extrémités non-homologues(121). La
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recombinaison homologue agit principalement dans les phases S et G2 du cycle cellulaire, et est
un processus conservateur en ce sens qu'elle tend a restaurer la séquence d'ADN d'origine sur le
site de la Iésion. Une partie de la séquence d'ADN autour du dommage double-brin est retirée
(i.e., résection) et la séquence d'ADN sur une chromatide sceur homologue est utilisée comme
modeéle pour la syntheése d'un nouvel ADN(121). Les protéines cruciales impliquées dans la
médiation de la recombinaison homologue comprennent celles codées par les genes BRCAL,
BRCA2, RAD51 et PALB2. Contrairement a la recombinaison homologue, I'assemblage
d'extrémités non-homologues se produit tout au long du cycle cellulaire. Plutot que d'utiliser une
séquence d'ADN homologue pour guider la réparation de I'ADN, I'assemblage d'extrémités non-
homologues intervient dans la réparation en ligaturant directement ensemble les extrémités d'un
dommage double-brin(121). Ce processus peut parfois entrainer la délétion ou la mutation de
séquences d'ADN. Par conséquent, comparé a la recombinaison homologue I'assemblage

d'extrémités non-homologues est souvent mutagene.

La réparation des mésappariements fait partie de la réponse aux dommages de I'ADN. Elle
concerne principalement la mauvaise incorporation du desoxynucléotide triphosphate et la
formation de boucles d'insertion et de suppression qui se forment pendant la réplication de
I'ADN(121). Ces erreurs provoquent des mésappariements de bases dans la séquence d'ADN qui
déforment la structure hélicoidale de I'ADN et sont donc reconnus comme des lésions(121). La
reconnaissance de cette distorsion déclenche une série d'événements qui aboutissent a I'excision
de I'ADN nouvellement synthétisé, englobant le site de discordance et la resynthése de I'ADN a
sa place. Les protéines codées par les genes homologues mutS et mutL, tels que MSH2 et MLH1,

sont la clé du processus de réparation des mésappariements(121).

La synthése translésionnelle et le changement de modele permettent a I'ADN de continuer a se
répliquer en présence de lésions de I'ADN qui, autrement, stopperaient le processus(121). La
syntheése translésionnelle et le changement de modele sont donc généralement considérés
comme faisant partie de la réponse aux dommages de I'ADN. Dans la synthése translésionnelle,
les polymérases de réplication d’haute-fidélité sont remplacées transitoirement par des
polymérases de basse-fidélité. Celles-ci sont capables de synthétiser de I'ADN en utilisant un brin

qui comprend une lésion de I'ADN(121). Une fois que la fourchette de réplication a passé le site
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de la lésion, les polymérases de basse-fidélité sont normalement remplacées par I'enzyme

d’haute-fidélité habituelle, ce qui permet a la synthese de I'ADN de se poursuivre normalement.

Dans le cas du changement de modele, la lésion de I'ADN est contournée au niveau de la
fourchette de réplication en laissant simplement un vide dans la synthese de I'ADN en face de la
lésion(121). Une fois passé la fourchette de réplication, I'espace simple brin est réparé en utilisant
I'ADN modele sur une chromatide sceur, de maniére similaire au processus utilisé lors de la

recombinaison homologue.

Bien que parfois considérés comme distincts de la réponse aux dommages d'ADN, les mécanismes
qui controlent l'intégrité de I'ADN télomérique a I'extrémité de chaque chromosome humain sont
également une barriere contre l'instabilité génomique(121). Plutét que d'étre une structure a
double hélice d'ADN exposée a I'extrémité du chromosome, I'ADN télomérique comprend une
série de séquences d'ADN répétitives riches en guanine. Celles-ci permettent a I'ADN télomérique
d'étre lié a une série de protéines qui forment une structure de recouvrement qui empéche les
extrémités exposées des différents chromosomes d'étre fusionnées ensemble. Dans la plupart
des cellules somatiques, la longueur de I'ADN télomérique est réduite a chaque cycle cellulaire,
un processus appelé attrition télomérique. Finalement, les télomeéres atteignent une longueur qui
empéche la formation d'une structure de recouvrement. Dans les cellules normales, cette
défaillance induit une réponse médiée par p53 qui entraine la sénescence cellulaire, un
mécanisme qui empéche une prolifération cellulaire illimitée(121). Lorsque la réponse de p53 est
abrogée, des fusions terminales se produisent, ce qui conduit a la formation de chromosomes a
deux centromeéres(121). Lors de la mitose, chaque centromére d'un chromosome dicentrique
s'attache a un pole opposé du fuseau. Le stress physique des forces opposées pendant la
séparation des chromosomes cisaille les chromosomes dicentriques, ce qui entraine la rupture

des extrémités des chromosomes.
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3. Les inhibiteurs de Poly (Adenosine diphosphate Ribose)
Polymerase (PARP)

3.1. Les Poly (Adenosine diphosphate Ribose) Polymérases
Les PARP font partie des protéines cellulaires impliquées dans le systeme de réponse aux
dommages de I'ADN en vue du maintien de l'intégrité du génome. Les PARP sont une grande
famille de 17 enzymes avec diverses fonctions (Figure 6)(126). Ces fonctions incluent I'excision de
base, la régulation de la transcription, la cohésion des télomeres, la formation du faisceau
mitotique, le trafic intracellulaire, le métabolisme énergétique et I'apoptose(84). En effet, PARP1
joue aussi un role dans la mort cellulaire quand I'ADN ne peut étre réparé. Il le fait de deux
manieres: comme participant direct dans le processus de I'apoptose et indirectement en épuisant

les réserves de la cellule en nicotinamide, nécessaire pour la respiration cellulaire(126).
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Figure 6. Fonctions des protéines PARP. Adapté de Sonnenblick et al.(84)
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Légende : En plus de I'activité classique de PARP dans la réparation par excision de base, les membres de la famille

PARP ont diverses fonctions dans d'autres processus biologiques, y compris la régulation transcriptionnelle, la

modification de la chromatine, la mitose (formation du fuseau mitotique) et I'apoptose, ainsi que le trafic

intracellulaire et le métabolisme énergétique (non montré)(84). PARP1 et, dans une moindre mesure, PARP2 sont

importants dans le maintien de la longueur des télomeéres et de la stabilité chromosomique. PARP1 fait également

partie du complexe corépresseur Groucho/TLE1 (transducin-like enhancer protein 1), et a été impliqué comme

régulateur transcriptionnel de I'expression du récepteur des androgeénes(84). D'autres PARP fonctionnent dans la

réparation des dommages double-brins et dans la progression de la mitose (PARP3), et certaines ont des roles

potentiels dans la signalisation Wnt (Wingless-related integration site) et le maintien des téloméres (PARP5 et

PARP6)(84). PARP1 est également un régulateur de la réparation par assemblage d’extrémités non homologues, un

mécanisme de réparation des dommages double-brins(84).
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PARP1 et PARP2 ont pour fonction principale la réparation des dommages a I'ADN simple brin par
excision de base(84, 127). PARP1 a aussi un réle dans l'assemblage d'extrémités non
homologues(84). PARP1 est la protéine PARP la plus abondante, PARP2 est moins abondante mais
contribue a 5-10% de I'activité totale des PARP(128). PARP2 est essentielle a la survie de souris
chez qui le géne PARP1 est inactivé(128). L'action de PARP1 pour la réparation des dommages a

un brin de I'ADN est décrite a la figure 7.

Figure 7. Fonction de PARP1
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Lorsqu’il y a un dommage monobrin, PARP1 est recruté au site de dommage et synthétise des chaines PAR chargées
négativement. Cela entraine le recrutement et la liaison de protéines de réparation. Puis, PARP1 synthétise des

chaines PAR en grande quantité sur lui-méme. Cela le dissocie de I'’ADN réparé.

PARP1 et PARP2 agissent comme des détecteurs de I'ADN endommagé. PARP1 et 2 reconnaissent
les dommages a un brin de I'ADN, les dommages aux doubles brins de I'ADN, les liaisons
covalentes, les dommages a la superhélice et les arréts de la fourchette de réplication(126). Elles
vont au noyau et des changements de conformation surviennent pour leur activation catalytique

lorsqu'elles lient 'ADN endommagé(126).
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PARP1 lie I'ADN avec son extrémité N-terminale en doigt de zinc, ce qui active son domaine
catalytique a I'extrémité C-terminale(128) (Figure 8). Quand elles sont activées, les enzymes
PARP1 utilisent le nicotinamide comme substrat pour catalyser des chaines Poly ADP-Ribose sur
des protéines cibles dans un processus appelé la "PARylation"(126). Ces protéines sont celles de
la chromatine(128). Ces chaines PAR sont chargées négativement. La PARylation des histones H2B
et H1 relaxent la chromatine et permet d'accéder a I'ADN pour le réparer(126). Le point de
contréle G2/M est activé pour donner le temps a I'ADN d'étre réparé, des protéines de réparation
de I'ADN sont recrutées et la transcription est temporairement cessée(126, 128). PARP1 et 2
finissent par "s'autoPARyler" de maniére extensive. D( a la haute charge négative des polyméres
PAR, cette autoPARylation engendre leur dissociation de 'ADN(128).

Figure 8. Architecture des domaines de PARP1. Adapté de McCann et al.(126) et Dawicki et
al.(127)
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*Cette figure fut réalisée avec le logiciel Biorender.

Légende:

Abréviations: ART, ADP-ribosyltransferase; BRCT, BRCA1 C-terminus; F, finger; HD, Helical Domain; NLS, Nuclear

localization site; WGR, tryptophan-glycine—arginine-rich.

Les protéines PARP1 et PARP2 comprennent des domaines en doigt de zinc (F) de liaison a I'ADN et un signal de
localisation nucléaire sur I'extrémité N-terminale(126). Leur domaine catalytique avec le site de liaison NAD+ est
situé sur I'extrémité C-terminale. La protéine PARP1 posséde un domaine BRCT unique, sur lequel elle s'auto-PARyle,
subissant un changement de conformation qui la libere de ’ADN. PARP1 possede aussi un site de clivage par les

caspases qui sépare les domaines de liaison a I'ADN du domaine d’automodification(126).
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Les domaines protéiques de PARP1 et 2 incluent un domaine en doigt de zinc de liaison de I'ADN
(comprenant des sous-domaines F1, F2, F3) et un signal de localisation nucléaire (NLS) sur
I'extrémité N-terminale (Figure 8). Les sous-domaines F1, F2 et F3 lient une variété de structure
y compris I'ADN endommagé(127). F3 permet aussi le contact avec les autres domaines de PARP,
ce qui est crucial pour I'activation catalytique(127). Le domaine WGR participe a la liaison de I'ADN
et au contact avec les autres domaines. Le domaine catalytique comprend deux sous-domaines:
HD (Helical Domain) et ART (ADP-ribosyltransferase). Le domaine catalytique est situé a
I'extrémité C-terminale et comprend un site de liaison du NAD+ (Nicotinamide Adenide
Dinucleotide). Il existe un domaine BRCT (BRCA1 C-Terminus) uniquement sur PARP1. C'est sur ce
domaine que PARP1 "s'autoPARyle". PARP1 détient aussi un domaine de clivage de caspase
séparant le site de liaison de I'ADN des autres sites impliqués dans la fonction de réparation de

I'ADN.

3.2. Mécanisme d'action des inhibiteurs de PARP
Les inhibiteurs de PARP ont deux mécanismes d’action principaux : la létalité synthétique et la
formation de complexes cytotoxiques entre PARP1/2 et I’ADN(129). La létalité synthétique est un
concept introduit par des généticiens(130). Il est défini par une situation ou la combinaison de
deux délétions géniques compromet de maniere significative la viabilité cellulaire, tandis que la
délétion d’un seul des deux génes ne compromet pas la viabilité cellulaire(131) (Figure 9).
Certaines délétions géniques germinales rendent la cellule tumorale vulnérable, comme les
délétions dans les génes BRCA1 ou BRCA2(130). L’action des PARPi est synthétiquement Iétale en
présence d’une délétion BRCA1 ou BRCA2(132, 133). Ces délétions BRCA1/2 constituent le
premier « hit ». La |étalité synthétique des inhibiteurs de PARP s’appuie sur cette vulnérabilité
issue de ce premier « hit ». Les inhibiteurs de PARP engendrent un deuxieme « hit » en inhibant

PARP1/2(130).
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Figure 9. Létalité synthétique de I'activité des inhibiteurs de PARP. Adapté de Brower(134).
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Les cellules cancéreuses dépourvues de protéines BRCA fonctionnelles (délétion BRCA1/2 germinale) peuvent encore
réparer les dommages causés a I'ADN par des voies alternatives(126). Mais I'administration de thérapies ciblées pour
inhiber les enzymes PARP s'est avérée synthétiquement létale en présence d’'une mutation BRCA. Ainsi la mutation
BRCA constitue le premier « hit » et I'inhibition de PARP par les PARPi constitue le deuxieme « hit ». Sans enzymes
PARP fonctionnelles les dommages monobrins menent a des dommages double-brins. Les dommages double-brins
doivent étre réparés par recombinaison homologue; or, en I'absence de BRCA, la réparation par recombinaison
homologue est déficiente. La cellule est donc sujette a d’autres formes de réparation qui aménent des erreurs et des

réarrangements génomiques importants pouvant mener a la mort cellulaire.

I a également été démontré que les inhibiteurs de PARP agissent comme des pieges et
séquestrent PARP1/2 sur I'ADN endommagé (Figure 10). Ces complexes PARP-ADN sont

cytotoxiques(128, 135). lls agissent de deux manieres(128):

1. Les inhibiteurs de PARP inhibent la liaison du nicotinamide, ce qui empéche
I'autoPARylation extensive de PARP1/2 et entraine la séquestration de PARP sur I'ADN.
2. En bloquant le site de liaison du nicotinamide, les inhibiteurs de PARP causent une

activation allostérique de la liaison entre PARP et I'ADN.
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Figure 10. Séquestration des complexes PARP-ADN. Inspiré de Murai et al.(128)
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La séquestration de complexes PARP-ADN dans le noyau empéche la progression de la polymérase d’ADN et arréte
la réplication. D’autres voies de réparation qui sont non conservatrices de la séquence d’ADN initiale entrent donc

en jeu et cela peut mener a une instabilité génomique et a la mort cellulaire.

Les deux mécanismes d’action des PARPi sont imbriqués: la létalité synthétique et la
séquestration de complexes PARP/ADN dans le noyau. Les complexes nucléoprotéiques
PARP/ADN séquestrés empéchent la polymérase d’ADN de répliquer ’ADN et de réparer les
lésions monobrins(130). Cela conduit a des lésions double-brins. Dans une cellule normale, ces
lésions double-brins sont réparées par recombinaison homologue a I'aide de BRCA1/2 et de
plusieurs autres protéines de réparation(130). La réparation par recombinaison homologue est le
processus optimal de réparation des lésions double-brins de ’ADN. En I'absence de protéines
BRCA1/2 fonctionnelles, la recombinaison homologue ne peut pas avoir lieu et d’autres formes
non conservatrices de réparation se mettent en place dans la cellule tumorale(130). Ces processus
de réparation peuvent entrainer des réarrangements génomiques considérables, menant

souvent (et non exclusivement) a la mort cellulaire et a la l1étalité synthétique(130).
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3.3. Efficacité des inhibiteurs de PARP

Les inhibiteurs de PARP sont la premiere thérapie ciblée approuvée qui exploite la létalité
synthétique(130). Les cing inhibiteurs de PARP bien connus sont le talazoparib, le niraparib,
I'olaparib, le rucaparib et le veliparib. La figure 11 démontre les différents potentiels de
séquestration des inhibiteurs de PARP. Le talazoparib a une activité de séquestration des
complexes PARP/ADN 100 fois plus puissante que le niraparib(130). Le niraparib est plus puissant
pour la séquestration que I'olaparib et le rucaparib(130). Le véliparib a la plus faible capacité de
séquestration(130). Les trois inhibiteurs de PARP les plus communément étudiés en cancer du
sein triple-négatif sont I'olaparib, le véliparib et le talazoparib (Figure 12 et Tableau 11).

Figure 11. Potentiel de séquestration des différents inhibiteurs de PARP. Adapté de Lord et al.
2017(130)
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Figure 12. Structure du véliparib, de I'olaparib et du talazoparib.(136, 137).
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Tableau 9. Activité du véliparib, de I'olaparib et du talazoparib(136, 137).

Activité catalytique (nmol/L) Activité de séquestration (umol/L)

Véliparib 4.7 50
Olaparib 1.9 10
Talazoparib 0.6 0.1

L'efficacité des inhibiteurs de PARP a été démontrée chez des tumeurs ayant un défaut au niveau
de la réparation par recombinaison homologue de I'ADN(130, 138, 139). Les inhibiteurs de PARP
ont été démontrés efficaces chez les patientes ayant des mutations germinales BRCA1/2 en
mélanome, cancer de la prostate, de I'ovaire et du sein(130, 139-141). Le rucaparib et I'olaparib
ont été étudié au début du développement clinique des inhibiteurs de PARP(130). Les premiers
essais cliniques de phase I/lb a avoir prouvé le concept de la Iétalité synthétique au niveau
clinigue ont démontré que les patientes avaient une réponse clinique soutenue avec
I'olaparib(139-141). La toxicité des inhibiteurs de PARP est inférieure a celle de la
chimiothérapie(130). En plus de leur faible toxicité les inhibiteurs de PARP sont disponibles par

voie orale, ce qui représente un avantage pour les patientes.

3.3.1. Cancers du sein ayant une mutation germinale BRCA1/2
L'olaparib, puis le talazoparib furent approuvés en monothérapie par Santé Canada pour la prise
en charge des patientes atteintes de cancer du sein métastatique HER2-négatif. Le talazoparib fut
aussi approuvé en adjuvant pour les tumeurs localement avancées HER2-négatives ne se prétant
pas a des traitements curatifs par radiothérapie ou chirurgie. Cela fait suite a deux essais cliniques
randomisés de phase Il démontrant leur supériorité par rapport a la chimiothérapie

standard(132, 133). Il s’agit de I’étude OlympiAD(132) et de I'’étude EMBRACA(133).

L’étude OlympiAD compara deux interventions (N=302): I'olaparib en monothérapie versus la
chimiothérapie standard(132). L'issue primaire de I'étude était la survie sans progression. Les
participantes étaient des femmes de 22 a 76 ans atteintes de cancer du sein métastatique HER2-
négatif. Les participantes n’avaient pas regu plus de deux lignes de chimiothérapie. Les résultats

démontrerent que la survie médiane sans progression était supérieure dans le groupe traité a
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I'olaparib (7 mois vs 4.2 mois, HR=0.57, P<0.001). Les taux de réponse objective, évalué par les
criteres RECIST(142) étaient de 59.9% chez le groupe olaparib versus 28.8% chez les patientes qui

ont recu la chimiothérapie(132).

Des résultats similaires furent également rapportés dans I’essai EMBRACA(133). Les patientes
étaient atteintes de cancer du sein métastatique ou localement avancé(51). Aucune participante
n’avait recu plus de deux lignes de chimiothérapie avant I'étude. La survie médiane sans
progression était supérieure dans le groupe traité au talazoparib (8.6 mois vs 5.6 mois; HR=0.54,
P<0.001). Les taux de réponse objective, selon les critéres RECIST, étaient aussi plus élevés avec

le talazoparib en monothérapie : 62.6% versus 27.7%.

3.3.2. Cancers du sein n'ayant pas de mutation germinale BRCA1/2
Certaines patientes ont une mutation somatique dans des genes importants pour la réparation
par recombinaison homologue, conférant a ces tumeurs un phénotype similaire a celui des
tumeurs BRCA-muté au niveau germinal. Ce sont les tumeurs démontrant le phénotype
"BRCAness". Par exemple, des mutations somatiques dans BRCA1 ou BRCA2 résultent en une
copie partielle du phénotype des tumeurs transmises héréditairement par mutation
germinale(130). D'autres exemples sont I'hyperméthylation somatique du promoteur de BRCA1
ou des mutations dans d'autres génes importants pour la réparation des dommages aux double-
brins de I'ADN (e.g., ATM, ATR, PALB2)(130). La sensibilité des inhibiteurs de PARP pour ces
tumeurs a été démontré dans des modeles précliniques(35, 143). Ainsi, en présence de ces
mutations, les inhibiteurs de PARP peuvent avoir une activité synthétiquement létale car la
réparation par recombinaison homologue ne peut pas avoir lieu. La cellule tumorale passe alors
a des formes non conservatrices de réparation amenant souvent des réarrangements
génomiques considérables et la mort cellulaire. Il n'y a pas de test clinique ou de criteres

diagnostiques pour le "BRCAness".

La sensibilité du cancer du sein triple-négatif BRCA non-muté aux inhibiteurs de PARP est peu
comprise. Quelques études précliniques ont démontré une efficacité des inhibiteurs de PARP chez

un sous-groupe de tumeurs BRCA non-muté dans des lignées cellulaires et des modeles de
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croissance tumorale in vivo(91, 144-146). Cependant, il est difficile de tirer des conclusions des

études cliniques.

En 2011, un essai clinique de phase Il multicentrique évalua I'efficacité de I'olaparib en
monothérapie chez 26 cancers du sein triple-négatif(147). L'issue primaire était la réponse
objective tumorale. Les participantes étaient atteintes de cancer du sein récidivant avancé ou
métastatique et ont regu la dose standard efficace d’olaparib. Parmi les 26 tumeurs triple-
négatives, 16 étaient BRCA non-muté et 10 BRCA-muté. Aucune réponse objective a I'olaparib ne
fut élicité chez les tumeurs triple-négatives (BRCA muté et non muté). L’analyse de ces résultats
est modulée par le fait que le pronostic des participantes était d’emblée réservé avant leur
inclusion dans I'étude(147). Celles-ci avaient recues avant I'étude jusqu’a sept lignes de
chimiothérapie, ce qui sous-entend une résistance thérapeutique de leurs tumeurs(147). De plus,
tel que le souligne les auteurs, I'absence de résultat positif peut étre expliqué par le seul fait du
hasard, compte-tenu de la petite taille de I"’échantillon(147). Malgré un taux d’adhérence au
traitement élevé, 31% des patientes ont di avoir une diminution de leur dose ou une interruption
thérapeutique, a cause d’effets secondaires. Par ailleurs, I'essai n’était pas randomisé, donc le

devis méme de I'étude n’était pas optimisé pour répondre a la question de recherche.

En 2016, I'essai clinique randomisé de phase Il I-SPY 2 compara I'effet du véliparib, associé au
carboplatin, a la chimiothérapie standard préopératoire en cancer du sein HER2-négatif(148).
L'issue primaire de cette étude était la réponse pathologique compléte. Les sujets étaient des
patientes de stade tumoral Il ou lll(51). Le taux de réponse pathologique compléte était de 33%
dans le groupe expérimental versus 22% dans le groupe contrdle. Ce bénéfice était concentré

chez les tumeurs triple-négatives (51% vs 26%)(148).

Cependant, les résultats de cet essai clinique furent remis en question en 2018 par I'étude
BrighTNess(115). Celle-ci fut construite pour évaluer le réle isolé du véliparib, indépendamment
du carboplatin, sur les taux de réponses pathologiques completes de 634 patientes atteintes de
CSTN. L’essai BrighTNess est un essai randomisé controlé de phase Il dans 15 pays. Celui-ci évalua
trois groupes de traitement: le veliparib, le veliparib-carboplatin, et le veliparib-carboplatin

associé a la chimiothérapie. Tout comme I'étude I-SPY 2, les patientes étaient de stade tumoral II
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ou lll. L’addition de veliparib au carboplatin et a la chimiothérapie n’eut aucun effet sur la réponse
pathologique compléete. Les taux de réponse menant a une conversion de la chirurgie a une
chirurgie de conservation mammaire étaient supérieurs chez le groupe ayant recu du véliparib
(62% vs 44%)(115). Dans cette étude, les agents thérapeutiques étaient administrés
simultanément, or la séquence d’administration du carboplatin et des inhibiteurs de PARP n’est
pas encore déterminée. Le véliparib est I'inhibiteur de PARP avec le moins d’effets secondaires,
ce qui se reflete aussi au niveau de son efficacité. Il a un potentiel plus faible de séquestration de
PARP1/2 dans le noyau et génére moins d’apoptose chez les cellules tumorales comparativement
al'olaparib et au talazoparib(146). Enfin, la dose administrée de véliparib était inférieure a la dose

maximale tolérée, ce qui peut entrainer un biais de mesure au niveau de son efficacité.

Devant ces contradictions entre les études de laboratoire et les études cliniques, 'identification
des tumeurs BRCA non-muté qui seraient sensibles aux inhibiteurs de PARP servirait de base a
des études cliniques futures. Cela nécessite des études translationnelles permettant de
sélectionner les patientes potentiellement sensibles, afin de les traiter avec des PARPi pour

objectiver leur efficacité.

Ainsi, notre groupe a précédemment développé une signature d’expression génique de 63 génes
prédisant la réponse aux PARPi (Figure 13)(146). Cette signature génétique de 63 genes a été
développée en trois étapes principales : une composante in vitro, une étape bioinformatique et
une validation dans des xénogreffes dérivées de patientes. Les xénogreffes dérivées de patientes
sont des souris immunodéficientes dans lesquelles des fragments tumoraux sont insérés.
D’abord, huit lignées cellulaires (dérivées de tumeurs primaires et métastatiques) furent traitées
en monothérapie pendant 10 jours avec un des trois inhibiteurs de PARP suivants : I'olaparib, le
véliparib et le talazoparib. Les foci de 53BP1 (p53 binding protein 1), marqueur de la réponse aux
dommages de ’ADN double-brin, furent comptés apres le traitement avec chacun des PARPi afin
de déterminer le nombre moyen de foci par cellule et le pourcentage de cellules positives. 53BP1
promeut I'assemblage d’extrémités non homologues et réduit la recombinaison homologue, ce

qui expose la cellule a davantage d’erreurs mutagenes(149).
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Figure 13. Développement de la signature génétique de 63 génes. Adapté de Beniey et al.(150)
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Cette figure décrit les cing grandes étapes de la création de la signature génétique : 1) huit lignées cellulaires de CSTN
ont été traitées avec de I'olaparib, du talazoparib et du véliparib durant 10 jours. Les lignées cellulaires étaient :
MDAMB436, MDAMB231, MDAMB453, MDAMB468, HCC1143, HCC1937, HCC1806, and HCC1395. Puis, un
marquage d'immunofluorescence a été fait pour 53BP1 afin de cibler les zones de réparation aux dommages de
I’ADN. Un total de 25 images furent acquises par puit et un score de 53BP1 a été utilisé pour classer les lignées en
deux groupes : sensible et résistante. Les différences d’expression génique entre ces deux groupes furent analysées
pour les génes associés a la sensibilité aux PARPi, a la recombinaison homologue, au BRCAness. 2) Une liste de
classement des génes a été produite a partir de la division de I'expression géniqgue moyenne des lignées sensibles
par I'expression génique moyenne des lignées résistantes. 3) Les voies statistiquement associées aux principaux
genes enrichis furent déterminées par une analyse des voies d’enrichissement. Une liste finale de 63 génes enrichis
fut établie. 4) La signature fut validée dans des xénogreffes dérivées de patientes atteintes de CSTN qui avaient été
traitées a I'olaparib afin d’établir la précision de prédiction de la signature. 5) La proportion de patientes prédites

sensibles et résistantes aux PARPi par la signature génétique a été évaluée dans une cohorte de patientes.(146)

Les cellules furent classées en deux groupes : sensibles et résistantes aux inhibiteurs de PARP, en

utilisant le pourcentage de cellules positives(146). Les genes associés a la réponse de 53BP1 ont

72



été identifiés et parmi eux, 63 génes uniques furent isolés au moyen d’ensembles de genes et
d’analyses des voies fonctionnelles enrichies(146) (Tableau 12). La signature génétique a été
validée dans une cohorte de sept xénogreffes dérivées de patientes(146). Cette signature
génétique avait une précision globale élevée de 86% par rapport a d’autres ensembles de
génes(146).

Tableau 10. Génes de la signature génétique et voies cellulaires fonctionnelles associées.
Adapté de Hassan et al.(146)
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Voie du réactome (majeure, Valeur P FDR Génes
mineure) nominale
Cycle cellulaire 1.11F16 1.47514
Points de contrdle du cycle 1.98F12 9.52F11  RFC4, PSMA6, RFC2, MRE11A,
cellulaire ANAPCI10, CHEK1, RNF168,
BRCA1, NBN, TP53, MCM2,
MCM3, MCM5, MCM6, SUMO1,
PSMD14, PSMD12, BARD1
Cycle cellulaire, mitotique 9.39811 2.445%°  KNTC1, ESCO2, RFC4, PSMAS6,
RFC2, ZWINT, ANAPC10, POLE2,
GINS2, GINS3, GINS4, DHFR,
PCNA, SEH1L, PRKCA, MCM2,
MCM3, MCM5, MCM6, RRM2,
TYMS, BUB1, FEN1, PSMD14,
PSMD12
Maintenance des chromosomes  2.56504 2.44503  RFC4, RFC2, POLE2, PCNA, FEN1,
TERF1
Méiose 1.80¢F08 3.75897  RAD51C, MND1, BLM, MRE11A,
BRCA1, NBN, PSMC3IP, RAD51,
TOP3A, TERF1
Réparation de I'ADN 1.115%6 1.47%14
Réparation par excision de base 1.30808 2.865%7 LIG3, POLB, RFC4, RFC2, TDG,
PCNA, UNG, FEN1
Dérivation des dommages a I'ADN  3.18503 0.0191 USP1, RFC4, RFC2, PCNA
Réparation des  dommages 2.6850° 4.295%% MRE11A, RNF168, BRCA1, NBN,
double-brins TP53, SUMO1, BARD1
Réparation par excision de 8.1580° 8.6650%  LIG3, RFC4, RFC2, PCNA, INOSOD,
nucléotide XPA, POLR2D, SUMO1
Réparation des mésappariements 1.18503 8.62F93  PCNA, EXO1, MSH2
Voie de I'anémie de Fanconi 0.0133 0.0624  USP1, FANCE, FANCC
Mort cellulaire programmée 0.0189 0.0756 MLKL, PSMA6, TP53, DAPK1,

PSMD14, PSMD12



Légende:
Abréviation : FDR, False discovery rate

La valeur P nominale représente la significativité statistique du score d’enrichissement pour un ensemble de genes.

4. La relation entre le carboplatin et les inhibiteurs de PARP

La réparation par excision de base est un des mécanismes principaux de réparation des
dommages entrainés par le carboplatin(125). La réparation par excision de base est aussi le
mécanisme de réponse aux dommages monobrins dans lequel PARP1/2 sont majoritairement
impliquées. Chacune des étapes de la réparation par excision de base génere des intermédiaires
tels que les sites AP, les résidus 5’-deoxyribose phosphate et les |ésions monobrins(125). Ces
intermédiaires sont souvent plus toxiques que la |ésion a |'origine de la réparation par excision de
base(125). Il est donc nécessaire que la réparation par excision de base soit étroitement régulée

afin d’éviter une accumulation de ces intermédiaires toxiques.

PARP joue un role prépondérant dans la réparation des lésions monobrins générées durant la
réparation par excision de base(125). PARP détecte la présence de ces lésions monobrins et
recrute la machinerie enzymatique de réparation(125). Les souris et les cellules PARP17- ont une
sensibilité accrue aux agents alkylants(125). Cela indique que la combinaison entre les inhibiteurs
de PARP et les agents alkylants, comme le carboplatin, serait une stratégie efficace(125). En
cancer du sein triple-négatif, le carboplatin activerait donc la réparation par excision de base dans
les cellules tumorales ; et l'inhibiteur de PARP inhiberait la réparation des Iésions monobrins

toxiques générées.

PARP1 lie avec affinité les lésions de ’ADN causées par la chimiothérapie a base de sels de
platine(151, 152). Les inhibiteurs de PARP empéchent la réparation de ces Iésions monobrins
causées par les adduits entre I’ADN et les complexes réactifs de platine(153). De plus il a été
démontré que les inhibiteurs de PARP entrainent une dissociation entre les |ésions d’ADN causées
par les sels de platine et les protéines de réparation (incluant PARP1)(152). PARP1 et les autres
protéines de réparation ne peuvent donc plus effectuer leur réle. Cela suggére une efficacité

accrue des PARPi lorsque donnés apres une chimiothérapie a base de sels de platine.
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Plusieurs études précliniques ont démontré une synergie entre le carboplatin (ou le cisplatin) et
les inhibiteurs de PARP donnés simultanément(136, 154-157). Ces études ont employé des
lignées cellulaires et des xénogreffes de cancer du sein majoritairement BRCA-muté. Clark et al
ont démontré une synergie dans des lignées cellulaires BRCA1/2 non-muté et une efficacité
accrue dans des xénogreffes BRCA1/2 non-muté au niveau de la tumeur primaire(156). La
combinaison simultanée est cependant connue pour des effets secondaires importants au niveau
hématologique, notamment une neutropénie(158). Une autre option est de donner le carboplatin
avant ou apres l'inhibiteur de PARP (i.e., administration séquentielle). Or, il n’existe que de
maigres données sur I'administration séquentielle (et non simultanée) du carboplatin et des

inhibiteurs de PARP.

Les résultats préliminaires d’une étude préclinique réalisée par Rottenberg et al ont démontré
que I'administration du carboplatin en premier lieu et d’un inhibiteur de PARP (i.e., olaparib) en
second lieu entrainait une meilleure efficacité dans un modéle murin de cancer du sein(159).
L’effet de cette stratégie sur la toxicité pourrait aussi étre avantageux car Lee et al ont démontré
que I'administration du carboplatin 24h avant celle de I'olaparib augmentait I’élimination de
I'olaparib de 49%(153). Cela fut démontré dans une étude de phase | incluant un faible nombre
de patientes atteintes de cancer du sein (N=14)(153). De plus, des cellules mononucléaires
périphériques sanguines de volontaires sains ont été traitées avec 24h de carboplatin puis 1h
d’olaparib(153). Comparativement aux cellules contréles, qui avaient été pré-traitées avec de
I’eau au lieu du carboplatin, les cellules pré-traitées au carboplatin avaient une augmentation

significative de leur concentration en olaparib (i.e., >30%)(153).
5. Problématiques, hypotheses et objectifs
5.1. Implications cliniques de la signature génétique de 63 génes

5.1.1. Problématiques
Premierement, la signature génétique est un outil de prédiction de la réponse aux PARPi(146).
Celle-ci classe les patients en deux groupes : 1) Groupe prédit sensible aux PARPi (enrichissement

de I'expression des génes) et 2) Groupe prédit résistant aux PARPi (absence d’enrichissement de
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I’expression des genes). Les genes de la signature génétique sont impliqués dans le cycle
cellulaire, la réparation de I’ADN et la mort cellulaire programmée(146). L’enrichissement de
plusieurs de ces genes a aussi une importante valeur pronostique en cancer du sein, servant de
base a la classification en sous-groupes intrinseques. La classification en sous-groupes
intrinséques est un facteur pronostique génomique(61). Ainsi, 'enrichissement des génes de la
signature génétique pourrait étre associé a d’autres facteurs pronostiques, notamment des

facteurs cliniques.

Deuxiemement, des mutations dans plusieurs des genes inclus dans la signature génétique sont
associées au phénotype de « BRCAness »(35). Il a été démontré que les mutations de ces génes
conféraient une sensibilité aux PARPi, et aux agents alkylants, car elles concernent des genes
requis pour la réparation de I’ADN par recombinaison homologue(35). Ces mutations pourraient
également avoir une signification pronostique et étre davantage présentes dans des catégories
de cancers du sein connues pour un mauvais pronostic. La proportion de patientes avec des
mutations dans ces genes parmi les différents groupes pronostiques en cancer du sein est

méconnue, ainsi que les genes les plus fréquemment mutés.

5.1.2. Hypotheéses
1. 1l n'y a pas de corrélations entre I’enrichissement de la signature génétique de 63 genes et
les principaux facteurs pronostiques en cancer du sein triple-négatif;
2. La proportion de patientes avec des mutations dans les génes de la signature génétique est
plus élevée dans les sous-groupes intrinseques en cancer du sein connus pour un mauvais
pronostic;
3. La proportion d’échantillons avec des mutations dans les génes de la signature génétique

est plus élevée dans les contextes cliniques de mauvais pronostic.

5.1.3. Objectifs
1. Déterminer les implications cliniques de la signature génétique en évaluant:
1.1. Les corrélations entre la signature d’expression génique de 63 genes et les facteurs

pronostiques;
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1.2. La proportion de patientes avec des mutations dans les genes de la signature parmi
différents groupes pronostiques : les sous-groupes intrinseques du cancer du sein, les
patientes pré et post chimiothérapie et chez les différents sites de cancers du sein
métastatiques;

1.3. Les genes de la signature les plus fréqguemment mutés parmi les groupes de mauvais

pronostic.

5.2. Séquence optimale d’administration du carboplatin et du talazoparib

in vivo

5.2.1. Problématiques
Le premier probleme est le suivant. L’efficacité des inhibiteurs de PARP a été démontrée chez les
tumeurs BRCA-muté(132, 133). Cependant, les mutations germinales dans les génes BRCA1 et
BRCA2 ne sont associées qu’a environ 6% des cancers du sein, la majorité des cas étant

sporadique(32). Le role des inhibiteurs de PARP chez les tumeurs BRCA non-muté est mal défini.

Le deuxieme probleme est le suivant. Dans les essais cliniques en CSTN, les inhibiteurs de PARP
sont donnés simultanément a plusieurs chimiothérapies. Cela empéche I'analyse isolée de la
sensibilité aux inhibiteurs de PARP en monothérapie. De plus, les résultats des essais cliniques et
des études précliniques ne fournissent pas de données claires sur I'administration séquentielle
des inhibiteurs de PARP et de la chimiothérapie. Les données détaillées dans la section 4 de
I'introduction suggerent que I"'administration séquentielle du carboplatin avant les inhibiteurs de
PARP augmenterait leur efficacité et diminuerait leur toxicité comparativement a I’administration

simultanée des deux agents(153, 159).

5.2.2. Hypothéses
1. L'administration du carboplatin en premier, suivi du talazoparib en deuxieme (i.e.,
minimum 24h apres) constitue un prétraitement qui:

1.1 Sensibilise la tumeur primaire au talazoparib et augmente son efficacité;

1.2 Sensibilise les métastases a distance au talazoparib et augmente son efficacité;

1.3 Entraine moins de toxicité que I'administration simultanée des deux thérapies.
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5.2.3. Objectifs
1. Déterminer la séquence optimale d’administration du talazoparib et du carboplatin in vivo
en cancer du sein triple-négatif BRCA non-muté en évaluant :

1.1 La croissance tumorale primaire;

1.2 Le développement de métastases;

1.3 La toxicité.
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Chapitre 2 - MATERIEL ET METHODES

1. Implications cliniques de la signature génétique de 63 genes

1.1. Cohortes et base de données

Une base de données génomiques publiquement accessible en ligne fut utilisée : cBioPortal for

cancer genomics(160, 161). Pour les analyses corrélationnelles entre la signature d’expression

génique et les facteurs pronostiques étudiées, une cohorte de 82 tumeurs triple-négatives fut

employée(162) (Tableau 13). Dans cette cohorte, nous avons exclu une patiente qui était la seule

patiente de stade IV. La stadification des cancers du sein fut réalisée selon la 7™ édition du

Cancer Staging Manual de I’AJCC (American Joint Committee on Cancer) car ce sont les données

qui étaient disponibles pour ces tumeurs(163).

Tableau 11. Description des cohortes employées pour I'évaluation de la signature

génétique(160-162).

Etude Cohorte Tumeur

Ciriello Getal. TCGA Primaire
Curtis C et al. METABRIC  Primaire

PanCancer TCGA Primaire
Atlas
Razavi P et al. MSKCC Primaire

Métastase

Exclusions
Stade IV

Stade 0 et IV, CCIS,
sarcome, tumeur
phyllodes, absence de
sous-groupe
intrinseque

Stade IV, post thérapie
néoadjuvante, absence
de sous-groupe
intrinseque

Traitement antérieur
ou antécédent de
cancer du sein

Aucune

Patientes (N) Echantillons (N)

81
1947

957

846

1000



Légende:

Abréviations: CCIS, Carcinome canalaire in situ; METABRIC, Molecular Taxonomy of Breast Cancer International

Consortium; MSKCC, Memorial Sloan Kettering Cancer Center; TCGA, The Cancer Genome Atlas

Pour I'analyse mutationnelle de la signature génétique, nous avons obtenu les données de trois
cohortes distinctes: METABRIC (Molecular Taxonomy of Breast Cancer International
Consortium)(164), TCGA (The Cancer Genome Atlas) du Pancancer Atlas et la cohorte de cancer
du sein du Memorial Sloan Kettering Cancer Center (MSKCC)(165) (Tableau 13). Dans la cohorte
METABRIC, nous avons exclu les patientes de stade 0, de stade IV et atteintes d’autres types de
cancer du sein (i.e., carcinomes in situ, sarcomes, tumeurs phyllodes). Nous avons aussi exclu les
patientes dont le sous-groupe intrinseque n’était pas connu. Dans la cohorte TCGA les patientes
exclues étaient de stade IV, traitées par chimiothérapie néoadjuvante, et de sous-groupe
intrinseque inconnu. Dans la cohorte du MSKCC les échantillons primaires des patientes ayant
déja recu de la chimiothérapie dans le passé ou ayant un antécédent de cancer du sein furent

exclus.

Les informations sur les mutations furent fournies par la plateforme cBioPortal qui les tire des
publications des auteurs. Les mutations évaluées étaient des mutations somatiques. Nous avons
inclus tous les types de mutations sans distinction dans I'analyse. Pour la cohorte METABRIC, un
séquencage ciblé pour 173 génes a été réalisé par les auteurs(164). Pour la cohorte TCGA, les
mutations furent détectées par séquencage de I’'exome complet(162). Pour la cohorte MSKCC, les
mutations ont été détectées par un essai personnalisé appelé MSK-IMPACT. Cet essai de
séquengage incluait les genes d’intérét des thérapies ciblées et est capable de détecter les
mutations de séquence, les petites insertions et délétions, les altérations du nombre de copies et

certains réarrangements structurels(165).

1.2. Analyse statistique

D’abord nous avons évalué la proportion de patientes prédites sensibles ou résistantes aux PARPi
par la signature d’expression génique dans différents groupes pronostiques. Les variables

considérées étaient I’age, la taille tumorale, la présence de métastase ganglionnaire et le stade
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tumoral. La présence et lI'absence d’enrichissement de la signature génétique avait été
précédemment analysée par notre groupe au moyen d’un algorithme de vote pondéré(146).
L’analyse statistique des corrélations entre la signature d’expression génique et les variables
pronostiques étudiées a été réalisée avec un test de Chi-carré de Pearson dans Stata SE (version

13.1, Statacorp, Texas).

Puis, nous avons analysé la proportion de patientes avec des mutations dans les genes de la
signature parmi les différents sous-groupes intrinseques de cancer du sein. Un test Chi-carré de
Pearson fut réalisé pour comparer les proportions de patientes ayant une mutation dans au moins
un des 63 genes dans les sous-groupes luminal A et luminal B. Une régression de Cox a été réalisée
pour I'analyse de survie au sein des différents sous-groupes intrinseques en comparant la survie

globale et la survie spécifique au cancer du sein chez les patientes avec et sans mutations.

Ensuite, nous avons analysé la proportion d’échantillons primaires et métastatiques mutés dans
différents contextes cliniques. Ici I'unité d’analyse était donc devenue I'échantillon tumoral
primaire ou métastatique et non la patiente atteinte de cancer du sein. Nous avons comparé la
proportion d’échantillons mutés entre les tumeurs primaires non traitées (i.e., groupe de
référence) et les échantillons primaires de patientes avec des cancers métastatiques de novo, les
échantillons primaires post thérapie systémique néoadjuvante, les échantillons de récidives
locorégionales et les échantillons de métastases. Des tests de Chi-carré de Pearson furent réalisés
pour comparer les proportions d’échantillons mutés entre les catégories cliniques et les
échantillons primaires non traités comme groupe de référence. Enfin, nous avons analysé la
proportion d’échantillons métastatiques mutés pour différents sites de métastases de cancer du

sein.

Pour I'ensemble des analyses, des intervalles de confiance ont été calculés pour un degré de
confiance de 95%. La vérification des hypotheses statistiques a été effectuée avec un seuil alpha

de 0.05.
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2. Séquence optimale d'administration du talazoparib et du carboplatin

in vivo

2.1. Culture cellulaire

Nous avons employé quatre lignées cellulaires différentes de CSTN : MDAMB231, MDAMBA436,
HCC1806 et SUM149PT. Ces lignées ont été choisies apres une revue de la littérature car elles ont
démontré une capacité de croissance in vivo dans plusieurs études et une capacité de métastases
dans des souris immunosupprimées(166-168). De plus, elles ont démontré une sensibilité aux
inhibiteurs de PARP. Les lignées MDAMB231 et MDAMBA436 sont des carcinomes canalaires
infiltrant dérivées de métastases pleurales de deux patientes distinctes (i.e., effusion
pleurale)(169, 170). La lignée HCC1806 est un carcinome acantholytique squameux issue d’une
tumeur primaire d’une patiente(171). La lignée SUM149PT provient d’un nodule métastatique de
carcinome canalaire infiltrant inflammatoire humain(172, 173). Toutes les lignées ont été testées
pour la présence de pathogenes murins, incluant le mycoplasme. Une analyse STR (Single Tandem
Repeat) a été faite au centre génome Québec afin de s’assurer de "authenticité des lignées ainsi

gu’un test éliminant la présence de pathogenes pour les rongeurs.

Les cellules avec un faible niveau de passage étaient utilisées pour l'injection. Le milieu de culture
pour les lignées MDAMB231 et MDAMB436 est du DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium)
+ FBS (Fetal Bovine Serum) 10%. Le milieu de culture pour HCC1806 est du RPMI (Roswell Park
Memorial Institute) + FBS 10%. Le milieu de culture pour SUM149PT est composé de Ham's F12,
de FBS 5%, d'insuline, de HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid) et
d'hydrocortisone. Le passage des cellules se faisait lorsque les cultures démontraient 70 a 90% de

confluence.

Le jour de l'injection de cellules, les cellules étaient lavées, trypsinisées, comptées, lavées deux
fois et le culot était reconstitué dans 50% de matrigel, 25% de PBS (phosphate-buffered saline) et
25% de collagene. Le tableau 14 décrit les concentrations injectées pour chaque étape du projet.
Nous injections 5 millions ou 2 millions de cellules. Les lignées cellulaires proviennent du

laboratoire de Dr Joe Gray a Oregon Health and Science University (Portland, Oregon) et d'ATCC
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(American Type Culture Collection). Les caractéristiques moléculaires et mutationnelles des

lignées sont décrites dans le tableau 15.

Tableau 12. Concentrations de cellules injectées pour chaque étape de I'étude.

Concentration de cellules (x106/200 pl)

Etape MDAMB231 MDAMB436 HCC1806 SUMI149PT

Projet pilote 2 2 5 5

Etude expérimentale 5 na 5 na
Légende:

Abréviations : C, concentration; na, non applicable

Tableau 13. Caractéristiques moléculaires des lignées cellulaires et mutations somatiques de
génes associés au cancer du sein(91, 146, 174, 175).

Lignée cellulaire MDAMB436 | MDAMB231 | HCC1806 | SUM149PT
Temps de dédoublement (heures) 89.3 25.0 36.7 33.95
Sous-groupe intrinseque(61) Claudin-low | Claudin-low Basal Basal
Sous-type de CSTN(91) MSL MSL BL2 BL2

Mutation du gene TP53

Mutation du gene BRCA1

Mutation du gene ATM

Déficience dans le gene PTEN

Légende:

Abréviations: ATM, Ataxia-Telangiesctasia mutated; BL2, Basal-like 2; MSL, mesenchymal stem-like; PTEN,

Phosphatase And Tensin Homolog; TP53, tumor protein p53

Les cases en bleu indiquent la présence d’une mutation/déficience.
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2.2, Xénogreffes orthotopiques
Les souris ont été opérées sous anesthésie générale entre 6 et 8 semaines d’age. L'analgésie péri-
opératoire était réalisée avec du carprofen (20 mg/kg sc) et du tylénol. La souris était placée en
décubitus dorsal sur un champ stérile. Une incision radiale de 0.5 cm au-dessus de la 4°™ glande
mammaire (Figure 14) était réalisée avec des ciseaux. La glande mammaire était libérée de ses
adhérences avec la peau. La suspension de cellules tumorales était injectée avec une aiguille 27G

dans la glande mammaire. La peau était refermée avec un surjet sous-cuticulaire.

Figure 14. Glandes mammaires des souris. Adapté de Finn et al.(176)

<«——— Premiére glande mammaire
<+—— Deuxiéme glande mammaire

<+———— Troisieme glande mammaire
<«— Quatrieme glande mammaire

<«— Cinquiéme glande mammaire

*Cette figure fut réalisée avec le logiciel Biorender.

2.3. Devis expérimental et groupes de traitements
Nous avons mené une étude expérimentale randomisée sur modele murin. L'étude fut approuvée
par le comité institutionnel de protection des animaux du CRCHUM (Centre de Recherche du
Centre Hospitalier de I'Université de Montréal) (numéro de protocole: C17017SHs). Nous avons
utilisé des xénogreffes othotopiques dérivées de deux lignées cellulaires de cancer du sein triple-
négatif (Figure 15)(166). Des souris NOD scid gamma (ref. 005557, Jackson Laboratory) furent
employées(166). Les souris NOD scid gamma sont séveérement immunosupprimées et ont une
déficience en lymphocytes B et T. Ces souris ont deux mutations: scid et une mutation compléte

de type null dans l'allele de la chaine gamma commune du récepteur d'lIL2 (interleukine 2). La

84



mutation scid mene a un déficit en lymphocytes B et T. La mutation compléte bloque les voies de
signalisation de six cytokines différentes (IL2, IL4, IL7, IL9, IL15 et IL21) ce qui entraine une absence

de cellules NK fonctionnelles.

Figure 15. Xénogreffes orthotopiques

Vo
£33 ‘
/ R \
E— E— | :
( = <
Lignées cellulaires de Injection dans la Xénogreffe
cancer du sein triple-négatif glande mammaire orthotopique

*Cette figure fut réalisée avec le logiciel Biorender.

Légende : des lignées cellulaires de CSTN sont injectées dans du matrigel dans la glande mammaire de souris

sévérement immunosupprimées. On obtient une croissance orthotopique.

2.4. Projet pilote

Tout d’abord, nous avons réalisé un projet pilote afin de déterminer le potentiel de croissance
tumorale et de métastases des lignées cellulaires, tel que décrit par lorns et al.(166). Nous
voulions aussi établir la technique chirurgicale adaptée a notre souche de souris, la période a
laquelle les traitements débuteront dans I'étude expérimentale et la méthode optimale de
décompte des métastases. Aucun traitement ne fut administré. Vingt souris NOD scid gamma ont
été utilisées : 8 souris pour la lignée cellulaire MDAMB436 (BRCA1-muté) provenant de deux
sources distinctes, 4 souris pour MDAMB231 (BRCA non-muté), 4 souris SUM149PT (BRCA-muté)
et 4 souris HCC1806 (BRCA non-muté). Nous avons utilisé quatre lignées cellulaires afin de tester
le plus de lignées possibles et d’augmenter la probabilité d’obtenir une croissance in vivo et des

métastases.
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2.5. Protocole de traitement
Trois cohortes A, B et C avec des séquences de traitements différentes furent réalisées (Figure
16). Les souris ont été randomisées a leur groupe de traitement de sorte que le poids et le volume
tumoral moyen en début de traitement étaient équivalents entre les groupes. Les séquences de

traitement étaient:

— Cohorte A) talazoparib jours 1-2 puis carboplatin et talazoparib jour 3 suivi de talazoparib
jours 4-9;
— Cohorte B) carboplatin jour 1 suivi de talazoparib jours 2-10;

— Cohorte C) carboplatin jour 1 suivi de talazoparib jours 8-16.

Nous avons choisi d'administrer le talazoparib pendant 9 jours car c'est une durée de traitement
minimale administrée par Shen et al. qui a démontré une efficacité avec une seule dose de

carboplatin en combinaison(136).
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Figure 16. Séquences de traitement des trois cohortes A, B et C

Carboplatin g M
Combination A Talazoparib | ] 3 | | | | | | Jours
1 2 3 4 5 6 7 8 9
q Carboplatin g
Carboplatin A Véhicule 1 L1 3 1 1 1 1 | | Jours
1 2 3 4 5 6 7 8 9
Talazoparib A Véhicule 2 :
Talazoparib l | 3 ] | | | | | Jours
1 2 3 4 5 6 7 8 9
Controle A Véhicule 2 g
éhicule 1 | I ; I I | I I I Jours
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Talazoparib I I I I I I I I I Jours
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
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*Cette figure fut réalisée avec le logiciel Biorender.
Légende :

Véhicule 1 : polyéthyléne glycol 400 5%

Véhicule 2 : chlorure de sodium 0.9%

Cette figure représente les différents groupes de traitement. Dans chaque cohorte A, B et C il y a un groupe de
combinaison, un groupe de monothérapie pour le talazoparib, un groupe de monothérapie pour le carboplatin et un

groupe contrdle.
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Dans chaque cohorte, il y avait des groupes comparatifs avec le talazoparib en monothérapie ainsi
gu’un groupe contréle ne recevant que les véhicules. Le carboplatin (Selleckchem, cat no. S1215)
fut administré par injection intrapéritonéale a une dose de 35 mg/kg et le talazoparib (Pfizer) fut
administré par gavage oral a une dose de 0.33 mg/kg(136). Le véhicule du talazoparib était du
polyéthylene glycol 400 5% dans de I'eau déionisée stérile. Le véhicule du carboplatin était du

normal salin (chlorure de sodium 0.9%).

Les traitements commencaient le méme jour pour toutes les souris. Nous débutions les
traitements lorsque le volume tumoral atteignait 0.15 cm?. Les souris recevaient les traitements
tous les jours dans le méme créneau horaire. Les souris qui recevaient du carboplatin regurent du
maropitant (1 mg/kg sc) et de I'ondansetron (0.8 mg/kg sc) au moins 1h avant le carboplatin, puis
les deux jours suivants en dose de rappel. Lorsque le carboplatin et le talazoparib étaient donnés

en combinaison, ils étaient donnés avec un intervalle de 30 min(136, 154).

2.6. Suivi et données

Les données furent récoltées comme suit (Figure 17). Nous avons mesuré la taille tumorale et le
poids deux fois par semaine. La nécropsie fut réalisée quand une des souris avait perdu 20% ou
plus de son poids initial, quand des signes de détresse étaient présents (déterminés par un

vétérinaire) ou quand le volume tumoral dépassait 3 cm?3.

Figure 17. Données principales de I'étude

Q Tumeur
4
’ ‘ ’

] .
+ ] L. ‘ l p Analyse quantitative
R > Poumons ------ > / des micrométastases
AN N ® sur H&E
s ~
\A E
Taille tumorale Formule sanguine
Sang ------- > compléte
Deux fois par semaine Nécropsie

*Cette figure fut réalisée avec le logiciel Biorender.
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Dans l'étude expérimentale avec MDAMB231, lors de la nécropsie, deux conditions
expérimentales furent évaluées: 1) instillation des poumons a la formaline et prélévement
sanguin par section de la veine cave inférieure et de |'aorte; 2) aucune instillation des poumons
et prélevement sanguin par ponction cardiaque terminale. Le sang récolté fut envoyé aux
laboratoires regroupés du CHUM (Centre Hospitalier de I'Université de Montréal) pour effectuer
une formule sanguine compléte. Nous avons évalué le taux de leucocytes, d'hémoglobine, de
plaquettes et de neutrophiles car le carboplatin et le talazoparib peuvent avoir un effet toxique
sur les globules blanc, les hématies, les plaquettes et les neutrophiles en endommageant les
précurseurs myéloides(132, 133). Cela est suivi en clinique car ces déficits peuvent entrainer des

infections et des saignements.

Nous avons récolté les poumons et la tumeur primaire. Nous avons choisi de récolter les poumons
car c’était I'organe avec le plus de métastases lors de nos expériences pilotes. La tumeur primaire
fut mesurée ex vivo avec le méme compas a coulisse que lorsque la tumeur était in vivo. Un
fragment tumoral et les poumons furent fixés dans de la formaline (formaline 10% tamponnée
neutre, cat no. HEMFS104, Dufort et Lavigne). Puis les échantillons furent enrobés de paraffine
au laboratoire de pathologie du CHUM. Des coupes d'hématoxyline et éosine ont été réalisées

par la plateforme de pathologie moléculaire du CRCHUM.

Pour les projets pilotes, une analyse microscopique de coupes d'hématoxyline et éosine des
poumons fut réalisée sur des lames sériées espacées de 50 microns. Cela afin de s'assurer que le
décompte pulmonaire était similaire sur plusieurs lames successives. Ainsi, pour [|'étude
expérimentale, le décompte de métastases pulmonaires fut réalisé par un pathologiste sur une
seule coupe coronale située au centre du poumon. La proportion d'aire pulmonaire envahie par

les métastases a été estimée par celui-ci.

2.7. Analyse des données

ZXV

, . X \ , . \
Le volume tumoral fut calculé selon la formule suivante: — s oux représente le diameétre

minimal et y représente le diametre maximal de la tumeur(177). Les variables analysées sont les
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suivantes: le volume tumoral (cm3), le poids de la souris (g), le décompte leucocytaire (10°/L), la
concentration en hémoglobine (g/L), le décompte plaquettaire (10%/L), la proportion d'aire

pulmonaire envahie par les métastases (%).

L'index d'inhibition tumoral a la nécropsie fut calculé selon la formule suivante(178):

(1 - 25y x 100.

vt.C

Vt.T indique le volume tumoral moyen des souris du groupe traité lors de la nécropsie et Vt.C
est le volume tumoral moyen des souris du groupe controle. Les volumes tumoraux sont ceux de

la tumeur extraite.

Poids F—Poids TO

La différence de poids fut calculée selon la formule suivante: EERT X 100. Poids F

signifie poids final (i.e., dernier poids mesuré) et Poids TO représente le poids mesuré juste avant

le jour 1 du traitement.

Pour l'inférence statistique, nous avons d'abord analysé la distribution de la fréquence pour le
volume tumoral, le poids de la souris, le décompte leucocytaire, la concentration en hémoglobine,
le décompte plaquettaire et la proportion d'aire pulmonaire envahie par les métastases. Pour les
variables dont la mesure fut répétée durant |'expérience (i.e., poids de la souris et volume
tumoral), les tests statistiques ont été réalisé de maniére indépendante pour chaque point dans
le temps. Nous avons utilisé le test ANOVA a un facteur pour comparer les poids moyens entre
les groupes pour un point dans le temps précis. De maniere simultanée, nous avons réalisé un
test post hoc de Dunnett pour comparer tous les groupes entre eux. Une vérification des résidus
du modele a été effectuée. La normalité de leur distribution a été évaluée avec un graphique ainsi

gue I'hnomoscédasticité.

Nous avons entrepris des tests de Kruskal-Wallis pour comparer le volume tumoral, le décompte
leucocytaire, la concentration en hémoglobine, le décompte plaquettaire et la proportion d'aire
pulmonaire envahie par les métastases. Des tests post hoc de Dunn furent utilisés pour comparer

chaque catégorie avec les autres.
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Les souris qui n'ont pas développé de croissance tumorale furent exclues de I'analyse ainsi que
celles qui ont eu une croissance tumorale tardive (i.e., aprés que la majorité des souris ait une
croissance tumorale). Un seuil alpha de 0.05 fut utilisé pour I’ensemble des analyses. Celles-ci ont
été réalisées dans GraphPad Prism (version 8.00 pour Mac OS X, GraphPad Software, La Jolla

California USA).
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Chapitre 3 — RESULTATS

1. Implications cliniques de la signature génétique de 63 genes

1.1. Expression génique et facteurs pronostiques

Nous avons analysé une cohorte de 81 tumeurs triple-négatives issue de TCGA(162) afin d’évaluer
la proportion de patientes prédites sensibles par la signature génétique parmi différents groupes
pronostiques (Tableau 16). Un total de 36 patientes présentait la signature génétique (i.e.,
prédites sensibles) et 45 patientes ne présentaient pas la signature génétique (i.e., prédites
résistantes). Nous avons analysé les variables suivantes : I’dge en années, la taille tumorale en
centimetres, le statut ganglionnaire et le stade tumoral. Parmi les patientes ayant un
enrichissement de la signature génétique, la majorité avait moins de 50 ans (72.2%), avait une
tumeur inférieure ou égale a 2 cm (69.4%), n"avait pas de métastases ganglionnaires régionales
(66.7%) et était de stade 1 ou 2 (75.0%). Aucune corrélation statistiquement significative ne fut
décelée entre la présence ou I'absence d’enrichissement de la signature génétique et I'age, la

taille tumorale, le statut ganglionnaire et le stade tumoral.



Tableau 14. Association entre la signature d’expression génique et les facteurs pronostiques

Signature d'expression génique

Variable Absente N (%) Présente N (%) ValeurP
Age (années) 0.59
<50 30 (66.7) 26(72.2)
250 15 (33.3) 10 (27.8)
Taille tumorale (cm) 0.18
<2 37 (82.2) 25 (69.4)
>2 8 (17.8) 11 (30.6)
Métastases

ganglionnaires

Absentes 25 (55.6) 24 (66.7) 0.31
Présentes 20 (44.4) 12 (33.3)
Stade 0.42
I 5(11.1) 7 (19.4)
1l 31 (68.9) 20 (55.6)
n 9 (20.0) 9 (25.0)
1.2. Mutations et facteurs pronostiques

D’abord, nous avons analysé la proportion de patientes ayant une mutation dans un ou plusieurs
des 63 genes au sein des cohortes METABRIC(164) et TCGA. Les tumeurs basales avaient la plus
haute proportion de patientes mutées, suivi des cancers HER2-positifs. Soit environ 85% et 92%
pour les tumeurs basales dans chaque cohorte et 65% et 79% pour les tumeurs HER2-positives
(Figure 18). De maniére intéressante, les tumeurs luminales B comptaient davantage de patientes
mutées que les tumeurs luminales A dans les deux cohortes (environ 27% vs 12%, P<0.0001 et

53% vs 21% P<0.0001).
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Figure 18. Proportion de patientes avec des mutations parmi les différents sous-groupes
intrinséques
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Légende:

Abréviations: METABRIC, Molecular Taxonomy of Breast Cancer International Consortium; TCGA, The Cancer

Genome Atlas

Les nombres au-dessus des barres indiquent le nombre de patientes dans chaque sous-groupe intrinséque évalué.
La valeur P indique le résultat d'un test de Chi-carré. Seuls les résultats de la comparaison entre luminal A et luminal
B ont été consignés sur cette figure car ces deux sous-groupes sont directement comparables. Les tumeurs basales
(20% des cancers du sein), HER2-enrichies (10% des cancers du sein) et luminales B (20% des cancers du sein) sont
connues pour des pronostics plus sombres. Les tumeurs basales sont prévalentes parmi les CSTN. Les tumeurs
luminales B n’ont pas d’enrichissement des génes des récepteurs hormonaux et sont agressives. Les tumeurs
luminales A (40% des cancers du sein) ont un enrichissement des génes des récepteurs hormonaux, elles ont un bon

pronostic et ne sont pas agressives. Elles sont plus prévalentes parmi les tumeurs hormono-sensibles.

Ensuite, pour la signification pronostique des mutations dans un ou plusieurs des 63 genes, nous
nous sommes concentrés sur la cohorte METABRIC(164) car les données de survie étaient
disponibles. Nous avons trouvé des résultats statistiquement significatifs pour la survie globale et
la survie spécifique au cancer du sein parmi les tumeurs luminales B (Tableau 17). Les patientes
avec une mutation dans au moins un gene de la signature génétique avaient une survie inférieure
aux patientes sans aucune mutation (HR = 2.43, 95% CI [1.36-4.35], P = 0.003) (Figure 19). Pour

les tumeurs luminales A, malgré des résultats statistiquement significatifs et un nombre de
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patientes plus élevé (i.e., N=698 et N=487 dans chaque cohorte), la différence entre les deux
groupes de patientes n’est présente qu’a la fin de la période de suivi (HR = 2.27, 95% CI [1.12-
4.59], P =0.02) (Figure 19).

Tableau 15. Analyse de survie chez les patientes ayant une mutation dans au moins un des 63
génes par rapport aux patientes sans mutation

Survie globale Survie spécifique au cancer du sein
Sous-type Hazard Ratio @ Valeur P Hazard Ratio Valeur P
Basal 0.92 0.75 0.72 0.37
HER2 1.06 0.74 1.36 0.29
Claudin-low 1.00 0.98 2.79 0.008*
Luminal B 1.37 0.01* 243 0.003*
Luminal A 1.20 0.24 2.27 0.02*

Légende:
*:Valeur P <0.05

Ce tableau présente les résultats de régressions de Cox comparant les survies globales et spécifiques au cancer du
sein chez les patientes avec et sans mutations dans les 63 génes. Ces analyses de survie furent réalisées dans les
sous-groupes intrinseques. Les tumeurs basales (20% des cancers du sein), HER2-enrichies (10% des cancers du sein)
et luminales B (20% des cancers du sein) sont connues pour des pronostics plus sombres. Les tumeurs basales sont
prévalentes parmi les CSTN. Les tumeurs luminales B n’ont pas d’enrichissement des genes des récepteurs
hormonaux et sont agressives. Les tumeurs luminales A (40% des cancers du sein) ont un enrichissement des génes
des récepteurs hormonaux, elles ont un bon pronostic et ne sont pas agressives. Elles sont plus prévalentes parmi

les tumeurs hormono-sensibles.
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Figure 19. Survie spécifique au cancer du sein chez les patientes avec et sans mutation dans au
moins un des 63 génes
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Légende:

Abréviation : HR, Hazard Ratio
Absence de mutation : patientes sans mutation somatique dans les génes de la signature
Présence de mutation : patientes avec une mutation somatique dans au moins un des genes de la signature

Les valeurs P sont le résultat de régression de Cox. Ces courbes de Kaplan-Meier représentent la survie spécifique au
cancer du sein chez les tumeurs (A) luminales A et (B) luminales B en fonction de la durée du suivi en mois, selon la
présence de mutation parmi les génes de la signature génétique. Les tumeurs luminales B (20% des cancers du sein),
sont connues pour un pronostic plus sombre que les tumeurs luminales A. Les tumeurs luminales A (40% des cancers
du sein) ont un enrichissement des génes des récepteurs hormonaux, elles ont un bon pronostic et ne sont pas
agressives. Elles sont plus prévalentes parmi les tumeurs hormono-sensibles. Les tumeurs luminales B n’ont pas

d’enrichissement des génes des récepteurs hormonaux et sont agressives.

Par la suite, nous avons évalué la proportion d’échantillons mutés dans différents contextes
cliniques (Figures 20) et la proportion d’échantillons métastatiques mutés pour différents sites
de métastases (Figure 21). Ici I'unité d’analyse n’est plus une patiente mais un échantillon de
tumeur primaire ou de métastase. Comparativement aux échantillons de tumeurs primaires non
traitées, la proportion d’échantillons mutés était plus élevée chez les tumeurs primaires traitées

dans le contexte néoadjuvant (30% vs 61%, P<0.0001), les récidives locorégionales (30% vs 46%,
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P=0.0002) et les échantillons de métastases a distance (30% vs 42%, P<0.0001) (Figure 20). Au
niveau des différents organes de métastases a distance, les métastases cérébrales arboraient la

plus grande proportion d’échantillons mutés (Figure 21).

Figure 20. Proportion d’échantillons tumoraux mutés dans différents contextes cliniques
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Légende:
* Thérapie systémique néoadjuvante
Les valeurs P indiquent le résultat de tests de Chi-carré. Seuls les résultats significatifs sont consignés sur cette figure.

Les nombres au-dessus des barres indiquent le nombre d’échantillons mutés dans chaque catégorie évaluée:
échantillon de tumeur primaire non traitée, échantillon de tumeur primaire chez une patiente ayant un cancer
métastatique de novo, échantillon de tumeur primaire post thérapie systémique néoadjuvante, échantillon de
tumeur récidivant au niveau locorégional, échantillon de métastase a distance de cancer du sein. Les échantillons de
tumeur primaire post thérapie systémique néoadjuvante sont ceux de patientes qui ont un mauvais pronostic car
elles n’ont pas eu de réponse pathologique compléte. Les récidives locorégionales et les métastases a distance sont

aussi associées a un mauvais pronostic.
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Figure 21. Proportion d’échantillons métastatiques avec des mutations pour différents sites de
métastases
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Légende:

Les nombres a droite des barres indiquent le nombre d'échantillons mutées dans chaque organe métastatique. Les

mutations sont dans des échantillons de métastases et non de tumeur primaire.

Enfin, nous avons identifiés les genes les plus fréquemment mutés, parmi les cohortes avec des
fréquences mutationnelles élevées (Figure 22). Ces génes sont surtout impliqués dans la
réparation des mésappariements, la réparation de 'ADN double-brin et le contréle du cycle

cellulaire(146).
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Figure 22. Génes fréquemment mutés parmi les cohortes avec des fréquences mutationnelles
élevées.
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Légende:

Chaque pastille de couleur représente une ou plusieurs mutations des génes de la colonne de gauche au sein des
différentes catégories cliniques: sous-groupe basal, luminal B, échantillon de métastase, tumeur primaire post
thérapie systémique néoadjuvante et échantillon de métastase cérébrale. La colonne de droite indique les voies
d'enrichissement des génes. Les génes soulignés en rouge furent précédemment identifiés comme cibles

thérapeutiques potentielles(146).

2. Séquence optimale d'administration du talazoparib et du carboplatin

in vivo

2.1. Projet pilote
Nous avons examiné le taux de croissance tumorale primaire et le potentiel métastatique de
guatre lignées cellulaires: MDAMB436 (BRCA-muté), MDAMB231 (BRCA non-muté), SUM149PT
(BRCA non-muté) et HCC1806 (BRCA non-muté). Afin de mieux évaluer le taux de croissance
tumorale primaire et le potentiel métastatique de MDAMB436 nous avons établi deux cohortes

avec cette lignée cellulaire, provenant de deux sources distinctes.
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Toutes les souris ont développé une croissance tumorale primaire sauf une souris MDAMB436 de
la cohorte 2 (Figure 23). Deux souris MDAMB436 de la cohorte 1 ont débuté leur croissance
tumorale tardivement et ont eu des volumes tumoraux inférieurs durant toute I'étude. Le volume
tumoral maximal obtenu était de 1.42 cm? (au jour 60) pour MDAMB436-cohorte 1, 2.16 cm? (au
jour 76) pour MDAMB436-cohorte 2, 1.2 cm? (au jour 51) pour MDAMB231, 3.15 cm? (au jour 60)
pour SUM149PT et 2.12 cm? (au jour 60) pour HCC1806 (au jour 25) (Figure 24).

Figure 23. Croissance tumorale par souris pour le projet pilote
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Légende:

N=4 souris pour chaque graphique.
Les barres représentent I'erreur standard de la moyenne.

Ces courbes indiquent le volume tumoral en fonction du temps pour chaque souris. Pour chaque cohorte, quatre
souris recurent une injection orthotopique de cellules tumorales et ont été suivies. Les durées de suivi sont
différentes pour chaque lignée selon I'état de santé de la cohorte de souris. Afin de mieux évaluer le taux de
croissance tumorale primaire et le potentiel métastatique de MDAMB436 nous avons établi deux cohortes avec cette

lignée cellulaire, provenant de deux sources distinctes.
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Figure 24. Volumes tumoraux moyens pour le projet pilote
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Légende:
N=4 souris pour chaque lignée cohorte.

Les barres représentent l'erreur standard de la moyenne. Afin de mieux évaluer le taux de croissance tumorale
primaire et le potentiel métastatique de MDAMB436 nous avons établi deux cohortes avec cette lignée cellulaire,

provenant de deux sources distinctes.

En termes d'envahissement métastatique, nous nous sommes concentrés sur les métastases aux
poumons car ce fut les plus fréquentes (Tableau 18). En termes d'envahissement de l'aire
pulmonaire, les souris MDAMB231 et MDAMBA436 de la cohorte 1 avaient les plus hauts fardeaux
métastatiques: parmi les souris qui avaient des métastases, la majorité avait 50 a 100% d'aire
pulmonaire envahie (Figures 25 et 26). Les souris SUM149PT et HCC1806 avaient un tres faible

fardeau métastatique (i.e., <5% d'aire envahie chacune).
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Tableau 16. Proportion de souris atteintes de micrométastases pulmonaires pour le projet

pilote.

Lignée Souris atteintes
MDAMB436-cohorte 1 2/4
MDAMB436-cohorte 2 0/4
MDAMB231 4/4
HCC1806 2/4
SUM149PT 1/4

Figure 25. Envahissement métastatique des souris du projet pilote
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Légende:

Deux images représentatives furent prises pour chaque lignée au microscope (objectif 10x) a partir de coupes
d’hématoxyline et éosine de poumons et de foie. Les fleches indiquent des nodules tumoraux. L'image (A) représente
un large flot tumoral dans le poumon, les alvéoles sont collabées car il n'y a pas eu instillation de formol. L'image (B)
démontre plusieurs petits implants tumoraux irréguliers en périphérie du foie. Sur Il'image (C) le poumon est
totalement envahi par des cellules tumorales et des lymphocytes. L'image (D) démontre plusieurs petits nodules

tumoraux bien circonscrits.
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Figure 26. Photographies des tumeurs, poumons et foies du projet pilote
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Légende:

Six photographies représentatives de tumeurs, poumons et foies des lignées MDAMB436 et MDAMB231. Sur les
images (B) et (E) les poumons sont totalement envahis par des métastases tumorales et ont un aspect congestif et

irrégulier. Les fleches indiquent des macrométastases.

Nous avons évalué I'analyse de prélévements sanguins (ponctions cardiaques terminales) afin de
déterminer la faisabilité d’'une formule sanguine compléte. Ces résultats sont présentés dans le
tableau 19. Trois souris de la lignée cellulaire MDAMBA436, deux souris de la lignée MDAMB231,
une souris de la lignée SUM149PT et les souris HCC1806 n’ont pas pu avoir d’analyse car le
prélevement a coagulé. Nous avons noté une variabilité dans les taux de leucocytes, de
neutrophiles et de plaquettes. Les taux de leucocytes et de neutrophiles étaient plus élevés pour

MDAMB436 et SUM149PT, mais les taux de plaquettes étaient plus bas pour MDAMB231.
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Tableau 17. Formule sanguine compléte des souris du pilote 2.

Souris Leucocytes (10°/L) Hémoglobine (g/L) Plaquettes (10°/L) Neutrophiles (10°/L)
(MN: 0.58) (MN: 136) (MN: 1083) (MN: 0.38)
MDAMB436-cohorte 1
137.8 117 896 128.2
MDAMB436-cohorte 2
77.7 108 1166 73
163.4 100 1124 153.6
61.8 106 988 57.5
MDAMB231
6.5 163 722 5.7
8.8 146 618 8.7
SUM149PT
17.3 111 707 16.1
349 107 1133 339
10.6 108 691 9.4

Légende:

MN: moyenne normale du laboratoire Jackson d'ou proviennent les souris (i.e., souris saines). Les écarts attendus a

la moyenne ne sont pas connus.

2.2. Etude expérimentale

Basé sur les résultats de I'étude pilote, nous avons décidé de réaliser I'étude expérimentale avec
les lignées MDAMB231 et HCC1806 car ce sont les lignées qui ont démontré le meilleur potentiel

de croissance tumorale.

2.2.1. MDAMB231
Dans un premier temps, nous avons évalué l'efficacité de trois séquences différentes
d'administration du talazoparib et du carboplatin en combinaison (i.e., cohortes A, B et C), telles
gue décrites dans la section méthode. Puis dans un deuxieme temps, nous avons examiné
la séquence thérapeutique

I'efficacité de la plus performante comparativement aux

monothérapies (i.e., talazoparib seul et carboplatin seul).
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2.2.1.1. Croissance tumorale primaire

Efficacité thérapeutique différentielle des trois cohortes

Nous avons injecté les cellules MDAMB231 chez 30 souris. Parmi ces 30 souris, 28 ont eu une
croissance tumorale primaire. Un total de six souris furent inclues dans chacun des groupes de
combinaison de traitement A, B et C. Six souris furent traitées avec du talazoparib en
monothérapie et quatre souris furent inclues dans le groupe controle. Les combinaisons de
traitement A et B ont généré une inhibition tumorale supérieure a la combinaison de traitement

C (Figure 27). L'index d'inhibition tumoral a la nécropsie fut calculé selon la formule suivante(178):

(1- (%)) X 100. Vt.T indique le volume tumoral moyen des souris du groupe traité lors de la

nécropsie et Vt.C est le volume tumoral moyen des souris du groupe contréle. Les volumes
tumoraux sont ceux de la tumeur extraite lors de la nécropsie. L'index d'inhibition de la croissance
tumorale était de 74.0% pour la combinaison A, 69.5% pour la combinaison B, 60.6% pour la
combinaison C et 33.6% pour le talazoparib. La comparaison des volumes tumoraux médians (i.e.,
test de Kruskal-Wallis) entre I'ensemble des groupes expérimentaux (i.e., combinaison A,
combinaison B, combinaison C, talazoparib et contréle) a démontré des différences de volume
tumoral statistiquement significatives (Figure 28). Cependant, nous n'avons noté aucune
différence statistiquement significative de volume tumoral entre les combinaisons A, B et C dans

les tests post hoc.
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Figure 27. Réponse tumorale primaire pour les trois cohortes MDAMB231.
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Légende:
Combinaison A (n=6): Talazoparib jours 1-9 simultanément au carboplatin le jour 3
Combinaison B (n=6) : Carboplatin jour 1 avant talazoparib les jours 2-10
Combinaison C (n=6): Carboplatin jour 1 avant talazoparib les jours 8-16

Talazoparib (n=6) : talazoparib en monothérapie durant 9 jours. La période d’administration est dans la section

méthode.

Controle (n=4) : véhicule du talazoparib jours 1-9 et véhicule du carboplatin selon les périodes d’administration dans

la section méthode.

Les barres représentent Il'erreur standard de la moyenne. Seuls les résultats statistiquement significatifs sont
consignés sur cette figure. Les valeurs P sont les résultats de tests de Kruskal-Wallis comparant les volumes tumoraux

entre 'ensemble des groupes : combinaison A, combinaison B, combinaison C, talazoparib et contrdle.

Des comparaisons multiples post hoc (i.e., test de Dunn) entre chacun des groupes de traitement
furent réalisées pour les jours 20, 23, 27, 30, 34 et 37 post injection. Les résultats des

comparaisons entre les combinaisons et le groupe contréle sont décrits au tableau 20. Le test de
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Dunn compare les volumes tumoraux médians entre deux groupes. Les différences de volumes
tumoraux médians commencent a étre statistiquement significatives au jour 27 post injection au
niveau de la combinaison B qui démontre la différence la plus large par rapport au groupe
controle (différence absolue = 16.9, P = 0.014). La combinaison B maintient une inhibition de la
croissance tumorale statistiquement significative par rapport au groupe contréle durant tout le
reste de l'expérience. La combinaison A démontre une inhibition de la croissance tumorale
statistiquement significative par rapport au groupe controle a compter du jour 34 post injection
(différence absolue = 15.7 cm3, P = 0.022). La combinaison C démontre une inhibition de la
croissance tumorale statistiquement significative par rapport au groupe contréle uniquement au
jour 30 post injection (différence absolue = 16.5 cm3, P = 0.013). On note une régression de son

efficacité par la suite.

Tableau 18. Différences de volumes tumoraux médians entre chaque combinaison de
traitement et le groupe contréle pour MDAMB231.

Jour post injection Combinaison Différence de volumes Valeur P
tumoraux médians (cm3)*
20 A 4.3 >0.9999
B 0.8 >0.9999
C 6.3 >0.9999
23 A 2.0 >0.9999
B 6.5 >0.9999
C 9.5 0.748
27 A 6.3 >0.9999
B 16.9 0.014
C 12.3 0.211
30 A 11.7 0.228
B 17.0 0.009
C 16.5 0.013
34 A 15.7 0.022
B 17.2 0.008
C 10.5 0.404
37 A 154 0.026
B 14.8 0.04
C 7.8 >0.9999
Légende:

* Valeurs absolues.
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Différence de volume tumoral médian = |Vcombinaison| — |Veontrole| OU Veombinaison €St le volume tumoral médian de la

combinaison A, B ou C et Vcontrsle €5t le volume tumoral médian du groupe controle.

La figure 28 illustre la réponse tumorale primaire en fonction des jours post injection pour chaque
cohorte distinctement. La combinaison C est le groupe qui avait la meilleure inhibition tumorale
en début de traitement, mais le volume tumoral moyen a augmenté par la suite. En fin
d’expérience (i.e., jours 34 et 37 post injection), les combinaisons A et B ont généré les inhibitions
tumorales les plus efficaces. Cependant il n’y avait pas de différence significative entre les
combinaisons A, B et C directement. Il n’y en avait pas non plus entre chacune des combinaisons
et le talazoparib. Les différences significatives étaient uniguement entre chaque combinaison et

le groupe contrdle, celles-ci sont indiquées sur la figure 28.

Figure 28. Réponse tumorale primaire pour chacune des cohortes MDAMB231.
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Légende:
—-o- Combinaison A
-# Combinaison B
—4— Combinaison C
Controle
Talazoparib

| Carboplatin administré
— Talazoparib administré

Combinaison A (n=6): Talazoparib jours 1-9 simultanément au carboplatin le jour 3

Combinaison B (n=6) : Carboplatin jour 1 avant talazoparib les jours 2-10
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Combinaison C (n=6): Carboplatin jour 1 avant talazoparib les jours 8-16

Talazoparib (n=6) : talazoparib en monothérapie durant 9 jours. La période d’administration est dans la section

méthode.

Controle (n=4) : véhicule du talazoparib jours 1-9 et véhicule du carboplatin selon les périodes d’administration dans

la section méthode.

Les barres représentent l'erreur standard de la moyenne. Seuls les résultats statistiquement significatifs sont
consignés sur cette figure. Les valeurs P sont les résultats de tests de Kruskal-Wallis comparant les volumes tumoraux
entre 'ensemble des groupes : combinaison A, combinaison B, combinaison C, talazoparib et contréle. Seules les

valeurs p < 0.05 sont indiquées sur les graphiques.

La nécropsie fut réalisée quelques jours aprés le dernier traitement (i.e, jours 41 et 42 post
injection). Lors de la nécropsie, nous avons réalisé une instillation des poumons a la formaline et
un prélevement sanguin par section de la veine cave inférieure et de l'aorte. L'inférence
simultanée sur les volumes tumoraux de I'ensemble des groupes a indiqué une différence
statistiquement significative (H [4] = 11.7, P = 0.020). La combinaison A a démontré le plus faible
volume tumoral moyen (i.e., 0.27 cm?3), suivie de la combinaison B (i.e., 0.32 cm3). Cependant,
aucune différence statistiquement significative ne fut démontrée entre chacun des groupes

comparés par paires (Figure 29).
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Figure 29. A) Réponse tumorale primaire a la nécropsie et B) photographies de tumeurs
représentatives pour les trois cohortes MDAMB231.
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Légende:

Combinaison A (n=6): Talazoparib jours 1-9 simultanément au carboplatin le jour 3
Combinaison B (n=6) : Carboplatin jour 1 avant talazoparib les jours 2-10
Combinaison C (n=6): Carboplatin jour 1 avant talazoparib les jours 8-16

Talazoparib (n=6) : talazoparib en monothérapie durant 9 jours. La période d’administration est dans la section

méthode.

Controle (n=4) : véhicule du talazoparib jours 1-9 et véhicule du carboplatin selon les périodes d’administration dans

la section méthode.

Les barres représentent |'erreur standard de la moyenne. La valeur P est le résultat d’un test de Kruskal-Wallis
comparant les volumes tumoraux entre I'ensemble des groupes : combinaison A, combinaison B, combinaison C,
talazoparib et contrdle. Le graphique en A) indique les volumes tumoraux a la nécropsie mesurés sur la tumeur
extraite. Les photographies en B) démontrent des exemples représentatifs des tumeurs extraites de chaque groupe

a la nécropsie.
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Efficacité thérapeutique de la cohorte A

Dans un deuxieme temps, nous avons répété |'expérience avec la combinaison A ou le talazoparib
et le carboplatin sont administrés simultanément, reflétant ce qui se fait dans les essais cliniques
actuels. Sur le plan méthodologique, cela nous a également permis de mieux réévaluer la
quantification de métastases pulmonaires sans instillation de formaline et une autre méthode de

prélevement sanguin, nous permettant d'obtenir le taux de neutrophiles.

Nous avons injecté les cellules MDAMB231 chez 45 souris. Parmi elles, 20 ont eu une croissance
tumorale primaire et ont été inclues. Huit souris ont regu la combinaison A, trois souris ont regu
du talazoparib en monothérapie, trois souris ont regu du carboplatin en monothérapie et six
souris furent inclues dans le groupe contréle. Le talazoparib et le carboplatin dans le groupe de
monothérapie était administrés exactement le méme jour et durant le méme créneau horaire

gue dans le groupe combinaison.

La combinaison A a généré une inhibition tumorale supérieure aux autres groupes, soit de 67.3%.
L'index d'inhibition de la croissance tumorale était de 63.4% pour le talazoparib et 57.3% pour le
carboplatin. Nous avons obtenu des différences de volume tumoral statistiquement significatives
entre I'ensemble des groupes (i.e., test de Kruskal-Wallis) (Figure 30). Les seules différences de
volume tumoral significatives lors des comparaisons directes entre chaque groupe étaient entre
la combinaison A et le groupe contréle (i.e., jours 32 a 42 post injection). Dans cette étude, nous
notons que seule la combinaison A a maintenu une inhibition de la croissance tumorale jusqu'a

la nécropsie (Figure 30).
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Figure 30. Réponse tumorale primaire chez la cohorte A MDAMB231.
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Légende:
Combinaison A (n=8): Talazoparib jours 1-9 simultanément au carboplatin le jour 3
Carboplatin (n=3) : carboplatin en monothérapie 1 dose administrée en méme temps que dans la combinaison A.

Talazoparib (n=3) : talazoparib en monothérapie durant 9 jours administré en méme temps que dans la combinaison

A.
Controle (n=6) : véhicule du talazoparib jours 1-9 simultanément au véhicule du carboplatin le jour 3

Les barres représentent Il'erreur standard de la moyenne. Seuls les résultats statistiquement significatifs sont
consignés sur cette figure. Le talazoparib et le carboplatin dans le groupe de monothérapie était administrés

exactement le méme jour et durant le méme créneau horaire que dans le groupe combinaison.

Lors de la nécropsie nous n'avons pas réalisé d'instillation des poumons et avons effectué un
prélévement sanguin par ponction cardiaque terminale. Nous avons noté une forte sensibilité au
talazoparib en monothérapie dans cette cohorte. Cependant, a la nécropsie, seule la combinaison
A avait un volume tumoral moyen (i.e., 0.33 cm3) significativement inférieur aux contréles

(différence absolue = 10.3 cm?3, P = 0.008) (Figure 31).
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Figure 31. Réponse tumorale primaire au jour de la nécropsie chez la cohorte A MDAMB231.
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Légende:
Combinaison A (n=8): Talazoparib jours 1-9 simultanément au carboplatin le jour 3
Carboplatin (n=3) : carboplatin en monothérapie 1 dose administrée en méme temps que dans la combinaison A.

Talazoparib (n=3) : talazoparib en monothérapie durant 9 jours administré en méme temps que dans la combinaison

A.
Controle (n=6) : véhicule du talazoparib jours 1-9 simultanément au véhicule du carboplatin le jour 3

Les barres représentent Il'erreur standard de la moyenne. Seuls les résultats statistiquement significatifs sont
consignés sur cette figure. La valeur P indiquée sur le graphique est le résultat d’un test de Dunn entre le volume
tumoral de la combinaison A et du groupe contréle. Le talazoparib et le carboplatin dans le groupe de monothérapie

étaient administrés exactement le méme jour et durant le méme créneau horaire que dans le groupe combinaison.

2.2.1.2. Développement de métastases

Efficacité thérapeutique différentielle des trois cohortes
Le fardeau métastatique pulmonaire a été évalué chez I'ensemble des souris. La combinaison A
avait la plus faible proportion d'aire pulmonaire envahie (i.e., en moyenne: 18.3% d'aire

pulmonaire envahie), suivie par la combinaison B (i.e., en moyenne: 19.2% d'aire pulmonaire
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envahie) (Figure 32). Une différence statistiquement significative entre tous les groupes fut

décelée (H [4] = 10.42, P = 0.034) sans différences lors des comparaisons multiples.

Figure 32. Réponse tumorale métastatique au niveau pulmonaire pour I'ensemble des cohortes
de traitement MDAMB231.
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Légende:

Combinaison A (n=6): Talazoparib jours 1-9 simultanément au carboplatin le jour 3
Combinaison B (n=6) : Carboplatin jour 1 avant talazoparib les jours 2-10
Combinaison C (n=6): Carboplatin jour 1 avant talazoparib les jours 8-16

Talazoparib (n=6) : talazoparib en monothérapie durant 9 jours. La période d’administration est dans la section

méthode.

Controle (n=4) : véhicule du talazoparib jours 1-9 et véhicule du carboplatin selon les périodes d’administration dans

la section méthode.

Les barres représentent I'erreur standard de la moyenne. Aucune différence statistiquement significative ne fut
décelée. La proportion d'aire pulmonaire envahie par des métastases a été déterminée au microscope par rapport a

la surface totale des deux poumons.
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Efficacité thérapeutique de la cohorte A

La combinaison A avait la plus faible proportion d'aire pulmonaire envahie (i.e., en moyenne:
26.3% d'aire pulmonaire envahie), suivie par les groupes de monothérapie qui ont démontré des
résultats similaires (i.e., talazoparib: 36.7% d'aire pulmonaire envahie, carboplatin : 37.5% d'aire
pulmonaire envahie) (Figure 33). Une différence statistiquement significative entre la

combinaison A et le groupe controle fut décelée (différence absolue = 11.5%, P = 0.002).
Figure 33. Réponse tumorale métastatique chez la cohorte A MDAMB231.
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Légende:

Combinaison A (n=8): Talazoparib jours 1-9 simultanément au carboplatin le jour 3
Carboplatin (n=3) : carboplatin en monothérapie 1 dose administrée en méme temps que dans la combinaison A.

Talazoparib (n=3) : talazoparib en monothérapie durant 9 jours administré en méme temps que dans la combinaison

A.
Controle (n=6) : véhicule du talazoparib jours 1-9 simultanément au véhicule du carboplatin le jour 3

Les barres représentent I'erreur standard de la moyenne. Seuls les résultats statistiquement significatifs sont
consignés sur cette figure. La valeur P indiquée sur le graphique est le résultat d’un test de Dunn comparant les

volumes tumoraux de la combinaison A et du groupe contréle. Le talazoparib et le carboplatin dans le groupe
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monothérapie étaient administrés exactement le méme jour et durant le méme créneau horaire que dans le groupe
combinaison. La proportion d'aire pulmonaire envahie par des métastases a été déterminée au microscope par

rapport a la surface totale des deux poumons. Les barres représentent I'erreur standard de la moyenne.

2.2.1.3. Toxicité

Toxicité différentielle des trois cohortes

La toxicité de chaque régime de traitement a été évaluée au niveau du poids et de I'hématologie.
Tous les groupes de traitement ont gagné du poids entre les jours 0 et 16 post injection (Figure
34). Les traitements ont commencé le jour 17 pour tous les groupes. Les combinaison A, B et C
ont perdu du poids a compter du jour 16 post injection avec un déclin progressif, puis une
stabilisation. Durant cette période, le groupe contréle a gardé un poids stable (Figure 34). Nous
n'avons noté aucune une différence statistiquement significative de poids entre les groupes de

traitement.

Figure 34. Effet des trois séquences de traitement sur le poids moyen pour MDAMB231.
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Légende:
Combinaison A (n=6): Talazoparib jours 1-9 simultanément au carboplatin le jour 3
Combinaison B (n=6) : Carboplatin jour 1 avant talazoparib les jours 2-10

Combinaison C (n=6): Carboplatin jour 1 avant talazoparib les jours 8-16
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Talazoparib (n=6) : talazoparib en monothérapie durant 9 jours. La période d’administration est dans la section

méthode.

Controle (n=4) : véhicule du talazoparib jours 1-9 et véhicule du carboplatin selon les périodes d’administration dans

la section méthode.

Les barres représentent I'erreur standard de la moyenne. Le poids a été mesuré deux fois par semaine lors des

mesures tumorales.

Nous avons calculé la différence de poids entre le poids prétraitement et le dernier poids mesuré
selon la formule décrite dans la section méthode. Tous les groupes ont perdu du poids (Figure
35). Le groupe contrOle avait la perte de poids la moins importante (-0.79%), suivi par la

combinaison B (i.e., -3.27%).

Figure 35. Différences de poids entre les trois séquences de traitement pour MDAMB231.
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Légende:
Combinaison A (n=6): Talazoparib jours 1-9 simultanément au carboplatin le jour 3
Combinaison B (n=6) : Carboplatin jour 1 avant talazoparib les jours 2-10
Combinaison C (n=6): Carboplatin jour 1 avant talazoparib les jours 8-16

Talazoparib (n=6) : talazoparib en monothérapie durant 9 jours. La période d’administration est dans la section

méthode.
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Controle (n=4) : véhicule du talazoparib jours 1-9 et véhicule du carboplatin selon les périodes d’administration dans

la section méthode.

Les barres représentent |'erreur standard de la moyenne. Le poids a été mesuré deux fois par semaine lors des

Poids F—Poids TO
Poids TO

mesures tumorales. La différence de poids fut calculée selon la formule suivante: X 100. Poids F

signifie poids final (i.e., dernier poids mesuré) et Poids TO représente le poids mesuré juste avant le jour 1 du

traitement.

Nous avons obtenu une formule sanguine compléte pour 24/28 souris (Figure 36). Vu le petit
nombre de souris, ces résultats sont purement expérimentaux. Au niveau du décompte
leucocytaire et plaquettaire, nous avons noté une grande variabilité, avec un intervalle maximal
de 0.2x10°/L a 14x10°/L pour les leucocytes (i.e., groupe contréle) et un intervalle maximal de
34x10°/L 3 626x10°/L pour les plaquettes (i.e., combinaison C) (Figure 36.A). La combinaison A
avaient le taux de leucocytes moyen le plus faible (i.e., 0.7x10°/L), suivi par la combinaison B
(1.0x10%/L). La combinaison C avait le décompte leucocytaire moyen le plus élevé parmi les
combinaisons (i.e., 2.1x10°/L). La concentration moyenne en hémoglobine était similaire entre
les groupes (Figure 36.B). Le décompte plaquettaire moyen a démontré une variabilité
importante chez la majorité des groupes de traitement (Figure 36.C). La combinaison A avait le
décompte plaquettaire moyen le plus faible, suivi de la combinaison B, et de la combinaison C
(i.e., 112.4x10°/L, 260.2x10°/L et 397.3x10°/L respectivement). Aucune différence

statistiqguement significative n'a été décelée entre les groupes pour I'analyse hématologique.
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Figure 36. Toxicité hématologique des trois séquences de traitement pour MDAMB231.
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Légende:

Combinaison A (n=6): Talazoparib jours 1-9 simultanément au carboplatin le jour 3
Combinaison B (n=6) : Carboplatin jour 1 avant talazoparib les jours 2-10
Combinaison C (n=6): Carboplatin jour 1 avant talazoparib les jours 8-16

Talazoparib (n=6) : talazoparib en monothérapie durant 9 jours. La période d’administration est dans la section

méthode.

Controle (n=4) : véhicule du talazoparib jours 1-9 et véhicule du carboplatin selon les périodes d’administration dans

la section méthode.

Les barres représentent I'erreur standard de la moyenne. Aucun résultat ne fut significatif. Les données sont issues

d’une formule sanguine compléte réalisée sur un prélevement par ponction cardiaque terminale.

Toxicité de la cohorte A

Tous les groupes de traitement ont gagné du poids entre les jours 0 et 16 post injection (Figure
37). Les groupes combinaison A et carboplatin ont perdu du poids a compter du jour 16 post
injection. Les groupes controles et combinaison A ont démontré la meilleure récupération de leur
poids prétraitement avec un gain de poids marqué en fin d'expérience. Le carboplatin en

monothérapie est le seul groupe qui a gardé un poids stable par la suite. Les comparaisons
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multiples ont démontré que le carboplatin a suscité un poids significativement inférieur
comparativement aux controles les jours 25, 36 et 40. Au jour 40, la combinaison A avait un poids

significativement supérieur au carboplatin (différence absolue = 2.7, P = 0.042).

Figure 37. Poids moyen en fonction des jours post injection pour la cohorte A MDAMB231.
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Légende:
Combinaison A (n=8): Talazoparib jours 1-9 simultanément au carboplatin le jour 3
Carboplatin (n=3) : carboplatin en monothérapie 1 dose administrée en méme temps que dans la combinaison A.

Talazoparib (n=3) : talazoparib en monothérapie durant 9 jours administré en méme temps que dans la combinaison

A.
Controle (n=6) : véhicule du talazoparib jours 1-9 simultanément au véhicule du carboplatin le jour 3

Les barres représentent |'erreur standard de la moyenne. Le poids a été mesuré deux fois par semaine lors des
mesures tumorales. Les valeurs P indiquées sur le graphique représentent les résultats des tests de ANOVA
comparant I'ensemble des groupes : combinaison A, talazoparib, carboplatin et contréle. Les analyses statistiques

ont été réalisées du jour 22 au jour 40 post injection. Seuls les résultats statistiquement significatifs sont inscrits.
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Les résultats des différences de poids sont démontrés a la figure 38. Seul le groupe carboplatin a

perdu du poids.

Figure 38. Différences de poids pour la cohorte A MDAMB231.
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Légende:
Combinaison A (n=8): Talazoparib jours 1-9 simultanément au carboplatin le jour 3
Carboplatin (n=3) : carboplatin en monothérapie 1 dose administrée en méme temps que dans la combinaison A.

Talazoparib (n=3) : talazoparib en monothérapie durant 9 jours administré en méme temps que dans la combinaison

A.
Controle (n=6) : véhicule du talazoparib jours 1-9 simultanément au véhicule du carboplatin le jour 3
Les barres représentent |'erreur standard de la moyenne. Le poids a été mesuré deux fois par semaine lors des

Poids F—Poids TO
Poids TO

mesures tumorales. La différence de poids fut calculée selon la formule suivante: X 100. Poids F

signifie poids final (i.e., dernier poids mesuré) et Poids TO représente le poids mesuré juste avant le jour 1 du

traitement.

Nous avons obtenu une formule sanguine compléte pour I'ensemble des 20 souris (Figure 39). Vu
le petit nombre de souris, ces résultats sont purement expérimentaux. La toxicité hématologique

s'est démontrée plus importante a nouveau chez la combinaison A, notamment au niveau du taux
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moyen de neutrophiles (i.e., 0.9x10%/L). Comparativement aux monothérapies, la toxicité sur les
leucocytes, les hématies et les plaguettes était similaire entre la combinaison A, le talazoparib et

le carboplatin.

Figure 39. Toxicité hématologique chez la cohorte A.
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Légende:

Combinaison A (n=8): Talazoparib jours 1-9 simultanément au carboplatin le jour 3
Carboplatin (n=3) : carboplatin en monothérapie 1 dose administrée en méme temps que dans la combinaison A.

Talazoparib (n=3) : talazoparib en monothérapie durant 9 jours administré en méme temps que dans la combinaison

A.
Controle (n=6) : véhicule du talazoparib jours 1-9 simultanément au véhicule du carboplatin le jour 3

Les barres représentent I'erreur standard de la moyenne. Seuls les résultats significatifs sont indiqués. La valeur P
indiquée sur le graphique B) est le résultat d’'un test de Dunn comparant la différence de concentration en
hémoglobine entre groupe contrdle et la combinaison A. Les données sont issues d’une formule sanguine compléte

réalisée sur un prélévement par ponction cardiaque terminale.
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2.3. HCC1806

2.3.1. Croissance tumorale primaire
La totalité des 18 souris qui ont regu une injection de cellules tumorales ont eu une croissance
tumorale. Cependant, 10/18 souris ont développé une croissance tumorale tardivement et ont

été exclues de I'analyse.

Huit souris ont été réparties dans quatre groupes de traitement de la cohorte A, soit deux souris
par groupe. Deux souris ont recu 9 jours de talazoparib en combinaison avec une dose de
carboplatin au jour 3 (i.e., combinaison A). Deux souris ont recu 9 jours de talazoparib en
monothérapie (i.e., groupe talazoparib), deux souris ont recu une dose de carboplatin au jour 3
en monothérapie (i.e., groupe carboplatin) et deux souris ont recu les véhicules du talazoparib et

du carboplatin (i.e., groupe controle).

La figure 40 présente la croissance tumorale chez I'ensemble des groupes de traitement.
L'inhibition de la croissance tumorale pour la combinaison A est supérieure a tous les autres
groupes. Lors de la nécropsie, la combinaison A avait le plus faible volume tumoral moyen (i.e.,
1.62 cm?3), suivi du groupe talazoparib (1.92 cm?), du groupe carboplatin (1.95 cm?), et du groupe

contréle (2.76 cm?) (Figure 41).

Figure 40. Croissance tumorale primaire pour HCC1806.
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Combinaison A (n=2): Talazoparib jours 1-9 simultanément au carboplatin le jour 3
Carboplatin (n=2) : carboplatin en monothérapie 1 dose administrée en méme temps que dans la combinaison A.

Talazoparib (n=2) : talazoparib en monothérapie durant 9 jours administré en méme temps que dans la combinaison

A.
Controle (n=2) : véhicule du talazoparib jours 1-9 simultanément au véhicule du carboplatin le jour 3

Les barres représentent I'erreur standard de la moyenne. Toutes les barres d’erreur sont indiquées.

Figure 41. Réponse tumorale primaire a la nécropsie pour HCC1806.
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Combinaison A (n=2): Talazoparib jours 1-9 simultanément au carboplatin le jour 3
Carboplatin (n=2) : carboplatin en monothérapie 1 dose administrée en méme temps que dans la combinaison A.

Talazoparib (n=2) : talazoparib en monothérapie durant 9 jours administré en méme temps que dans la combinaison

A.
Controle (n=2) : véhicule du talazoparib jours 1-9 simultanément au véhicule du carboplatin le jour 3

Les barres représentent I'erreur standard de la moyenne. Toutes les barres d’erreur sont indiquées.
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2.3.2. Toxicité
En termes de poids, nous avons observé une perte de poids par rapport au poids prétraitement
chez la combinaison A (Figure 42 et 43). Le groupe contréle et les groupes de monothérapie ont

eu un gain de poids durant I'expérience.

Figure 42. Poids moyen en fonction des jours post injection pour HCC1806.
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Combinaison A (n=2): Talazoparib jours 1-9 simultanément au carboplatin le jour 3
Carboplatin (n=2) : carboplatin en monothérapie 1 dose administrée en méme temps que dans la combinaison A.

Talazoparib (n=2) : talazoparib en monothérapie durant 9 jours administré en méme temps que dans la combinaison

A.
Controle (n=2) : véhicule du talazoparib jours 1-9 simultanément au véhicule du carboplatin le jour 3

Les barres représentent |'erreur standard de la moyenne. Toutes les barres d’erreur sont indiquées. Le poids a été

mesuré deux fois par semaine lors des mesures tumorales.
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Figure 43. Différence de poids pour HCC1806.
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Légende:
Combinaison A (n=2): Talazoparib jours 1-9 simultanément au carboplatin le jour 3
Carboplatin (n=2) : carboplatin en monothérapie 1 dose administrée en méme temps que dans la combinaison A.

Talazoparib (n=2) : talazoparib en monothérapie durant 9 jours administré en méme temps que dans la combinaison

A.
Controle (n=2) : véhicule du talazoparib jours 1-9 simultanément au véhicule du carboplatin le jour 3
Les barres représentent |'erreur standard de la moyenne. Le poids a été mesuré deux fois par semaine lors des

Poids F—Poids TO
Poids TO

mesures tumorales. La différence de poids fut calculée selon la formule suivante: X 100. Poids F

signifie poids final (i.e., dernier poids mesuré) et Poids TO représente le poids mesuré juste avant le jour 1 du

traitement.
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Chapitre 4 — DISCUSSION

1. Implications cliniques de la signature génétique de 63 génes

1.1. Expression génique et facteurs pronostiques
L'analyse corrélationnelle entre la signature d’expression génique et les facteurs pronostiques
(Tableau 16) a été réalisées au sein de la cohorte(162) dans laquelle la prévalence de la signature
génétique avait été initialement étudiée(146). Cette cohorte fut choisie car elle est composée de
tumeurs triple-négatives, tout comme les lignées cellulaires utilisées pour développer la signature
génétique(146). Sommes toute, aucun des résultats n’était statistiquement significatif (Tableau
16) et ceux-ci devront étre davantage étudiés dans de plus larges cohortes. Le potentiel de
prédiction de la signature génétique aussi reste a étre validé dans une plus large cohorte.
L’absence de corrélation statistiquement significatives suggere une indépendance de la signature
génétique, qui pourrait étre validé au moyen d’analyses multivariées. Une autre hypothése est
que la taille de la cohorte ne permettait pas de détecter des différences significatives. Si la
signature génétique s’avere étre un biomarqueur indépendant suite a une analyse multivariée
dans une plus large cohorte cela rendrait son utilisation encore plus robuste. Dans ce cas il sera

intéressant de comparer sa précision de prédiction a celle du statut de mutation germinale BRCA.

1.2. Mutations et facteurs pronostiques

Les résultats sur les mutations sont ceux d’une exploration. Nos résultats suggerent que les
tumeurs basales, luminales B, traitées par thérapie systémique néoadjuvante ainsi que les
récidives locorégionales et les métastases pourraient bénéficier des inhibiteurs de PARP (Figures
18-21). Nos résultats correspondent a ce a quoi on s’attendrait : une plus grande proportion de
patientes avec des mutations parmi les tumeurs plus agressives et une plus grande proportion
d’échantillons mutés également parmi ces tumeurs. Cela pourrait étre expliqué par la perte de
genes suppresseurs de tumeurs ou des mutations activatrices dans des proto-oncogenes. Les
données que nous avons sont davantage cliniques et concernent la proportion de patientes ayant

des mutations parmi différents groupes ou la proportion d’échantillons mutés. Cependant, une



analyse de la proportion de mutations somatiques parmi les genes de la signature génétique dans
chaque échantillon tumoral serait aussi intéressante. Un ratio pourrait étre fait pour chaque
échantillon: nombre de mutations des genes de la signature génétique divisé par nombre de
mutations dans tout le génome. Nous n’avons pas fait cette analyse car nous avons observé que
le nombre de mutations était faible. De plus, les données de cBioPortal dont nous disposons ne
permettent pas de faire cette analyse avec ces études car nous n’avons pas les données du
séquencgage de tout le génome. Cette analyse permettrait d’établir la présence ou I'absence d’une
pression sélective pour des mutations dans les genes de la signature génétique parmi les tumeurs
aux caractéristiques agressives. Si une telle pression sélective s’avere présente, cela serait

probablement secondaire a un enrichissement des geénes nécessaires a la stabilité du génome.

Une deuxieme limitation de I'étude est I'absence de discrimination dans I'analyse entre les
différents types de mutations. Il serait possible de cibler les mutations spécifiques qui sont les
plus prévalentes sans pouvoir établir pour autant un lien de causalité. Les aberrations du nombre
de copie ont aussi démontré un impact pronostique important en cancer du sein et pourraient

étre explorées au sein des genes de la signature génétique(164).

Nous avons constaté une différence statistiquement significative entre les patientes présentant
une mutation de la signature génétique chez les tumeurs luminales A et B. Cependant, la
différence majeure entre les deux courbes pour luminal A a été trouvée principalement vers la fin
du suivi, alors qu'il y avait moins de patientes. Cela pourrait étre di au fait que le pronostic est
meilleur chez ce sous-groupe et que les récidives surviennent a plus long-terme. Chez les
patientes atteintes de tumeurs luminales B, les courbes de survie sont systématiquement
séparées, ce qui suggere une plus grande probabilité que la signature génétique joue un réle de

biomarqueur pronostique dans cette cohorte.

De plus, nous avons trouvé une plus grande proportion d’échantillons mutés parmi plusieurs
organes métastatiques, particulierement le cerveau. Ceci est intéressant puisque le talazoparib a
également démontré une amélioration de la survie sans progression chez les patientes présentant
des métastases au systeme nerveux central (5,7 mois vers 1,6 mois) par rapport a la

chimiothérapie(133). Des données précédentes démontrent que le véliparib et le niraparib ont
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une bonne distribution a travers la barriere hémato-encéphalique, tandis que le talazoparib et
I'olaparib passent la barriere hémato-encéphalique mais avec une limitation due a I'efflux du
médicament(179-182). Les données sont mitigées par rapport au transport du rucaparib a travers
la barriere hémato-encéphalique(183). Le carboplatin a une pénétration limitée dans le systéme

nerveux central (taux de 2.6%)(184).

Une association a été établie entre la présence de mutations somatiques dans des genes
responsables de la recombinaison homologue et la sensibilité aux inhibiteurs de PARP dans
plusieurs cancers, incluant le cancer du sein(35, 185). Plusieurs de ces génes font partie de la
signature génétique, tels que BRCA1, FANCC, FANCE, PALB2, RAD51C, RAD51D, NBN, MRE11A et
BLM. Des études sur I'analyse in vitro de I'impact des mutations de chacun de ces genes sur la
réponse aux inhibiteurs de PARP seront nécessaires. Bien que révélant une information cruciale
sur la possibilité de répondre aux inhibiteurs de PARP, les mutations somatiques au niveau d’un
géne impliqué dans la réparation de ’ADN sont isolées et ne sont retrouvées que dans un faible
pourcentage de patientes dans la population(35). Une approche fonctionnelle complémentaire
pourrait étre utilisée en évaluant la réponse aux dommages d’ADN sollicitée par I'administration

de chimiothérapie.

2. Séquence optimale d'administration du talazoparib et du carboplatin

in vivo

2.1. Projet pilote
Les résultats du projet pilote nous ont permis de construire plus précisément I'étude
expérimentale définitive. Une croissance tumorale et un envahissement métastatique
pulmonaire important furent démontrés chez I'ensemble des souris MDAMB231, confirmant le
caractére optimal de ce modéle(166, 186, 187). Pour cette raison, nous avons employé ce modéle
tumoral dans la majorité de I'étude expérimentale. En effet, un faible envahissement
métastatique (i.e., faible proportion d'aire tissulaire envahie) et une croissance tumorale chez

seulement une proportion des souris auraient rendus ce modeéle sous-optimal.
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Nous avons utilisé les résultats de I'étude pilote afin de déterminer le volume de cellules a
injecter, la technique chirurgicale optimale, I'analgésie optimale, le délai de croissance des
tumeurs et la faisabilité des analyses hématologiques. La lignée MDAMB436 a démontré une
variabilité importante au niveau de la croissance tumorale (Figure 23). Deux souris de la cohorte
1 avaient un délai de croissance et ont maintenu des volumes tumoraux inférieurs aux autres
pendant toute I'étude (Figure 23.A) et une souris de la cohorte 2 n'a eu aucune croissance
tumorale (Figure 23.B). La lignée MDAMB436 n'était pas non plus un modeéle optimal d( a une
lente croissance tumorale et une longue période avant de développer des métastases. Ainsi, le
temps entre la fin des traitements et la nécropsie aurait été trop long avec ce modele, diminuant
la probabilité de déceler une différence significative au niveau de la réponse tumorale. Cela serait
aussi délétere pour des expériences futures avec les tissus des souris telles que des études

immunohistochimiques.

Les lignées SUM149PT et HCC1806 ont démontré une croissance optimale dans les études
précédentes, tout comme dans notre étude(91, 167, 168, 188-191). La lignée HCC1806 a été
choisie pour I'étude expérimentale car la croissance tumorale était rapide, néanmoins il serait
également intéressant de répéter I'étude avec SUM149PT car sa croissance tumorale entre les
jours 0 et 42 post injection est tres similaire a MDAMB231 (Figure 24). De plus, la variabilité du
volume tumoral moyen de SUM149PT était moindre que HCC1806. lorns et al. ont évalué les
lignées MDAMB231 et MDAMB436. Nous avons obtenu des volumes tumoraux inférieurs a ceux
d’lorns et al. durant I'ensemble de nos expériences, malgré un suivi post chirurgie plus long dans
notre étude et l'injection de concentrations cellulaires supérieures (i.e., 5 millions de cellules
versus 2 millions pour lorns et al.)(166). Le calcul utilisé pour obtenir les volumes tumoraux n’est
pas décrit par lorns et al. et pourrait aussi expliquer le disparité au sein des trouvailles, si celui-ci

est différent.

En termes de métastases pulmonaires MDAMB231 est la seule lignée a avoir eu un envahissement
significatif. MDAMB436, SUM149PT et HCC1806 détiennent un faible potentiel métastatique
pulmonaire (Tableau 18). Lors de la nécropsie nous n'avons pas non plus vu de métastases au
niveau hépatique ou splénique pour la grande majorité des souris de ces lignées. De ce fait, nous

n'avons pas investigué la présence de micrométastases dans ces organes. Malgré I'utilisation des
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mémes souches de souris (i.e., NOD scid gamma) et des mémes lignées cellulaires nos résultats
sont différents de ceux d'lorns et al. (Tableau 22). La proportion de souris avec des métastases
pulmonaires est similaire pour MDAMB231 mais différente pour MDAMBA436. Les variations dans
les clones des lignées cellulaires ou niveaux de passage peuvent étre a I'origine de ces différences.

Tableau 19. Proportion de souris avec des métastases dans le projet pilote comparativement a
lorns et al.(166)

Proportion
N (%)
Pilote lorns et al.
MDAMB436 2 (25) 11 (92)
MDAMB231 4 (100) 9 (100)

SUM149PT avait démontré une capacité a envahir les poumons, cependant, la méthode n'était
pas la méme que dans notre étude(168). Le nombre de cellules tumorales extravasées fut
déterminé par microscopie confocale apres injection au niveau de la veine caudale de cellules
tumorales marquées. Le microscope confocal réalise des coupes optiques afin d’obtenir des
images a de faibles profondeurs de champ. Un laser sert de source de lumiere. La technique
d’injection au niveau de la veine caudale permet d'obtenir des métastases a distance de maniere
efficace, cependant I'évaluation de la croissance tumorale primaire ne peut se faire

simultanément et le processus métastatique n'est pas transposable chez I'humain.

Dans une étude ou la lignée HCC1806 fut injectée de maniere orthotopique, 100% des souris ont
développé des métastases pulmonaires, comparativement a 2 souris sur 4 dans notre étude(191).
Les auteurs ont injecté moins de cellules que nous mais avec une plus haute concentration: 4
millions dans 100 pl. L'expérience dura autour de 20 jours, soit une durée inférieure a la n6tre. Le
fardeau métastatique pulmonaire, mesuré par luminescence était faible. Cela diminue la
probabilité de détecter des différences entre plusieurs groupes de traitement. La luminescence
constitue une alternative intéressante pour la quantification des métastases pulmonaires, bien
gue cette méthode ne corresponde pas a ce qui est effectué en clinique. Par ailleurs, 80% des
souris ont développé des métastases aux ganglions inguinaux(191). Parmi celles-ci, une grande

variabilité fut notée au niveau du fardeau métastatique évalué par luminescence. Une faible

133



proportion de souris a développé des métastases hépatiques et rénales. Devant ces résultats, il
pourrait étre judicieux dans le futur d'évaluer le fardeau métastatique dans plusieurs organes a
la fois dans les différents groupes de traitement plutét que de se concentrer uniqguement sur les
poumons. Un avantage considérable de la luminescence est que cette quantification peut se faire
simultanément au moyen d'acquisition d'images du corps entier de la souris. Nous pourrons

utiliser la luminescence une fois cette technique acquise dans le laboratoire dans le futur.

Nous avons choisi d'utiliser les souris NOD scid gamma durant notre projet afin d'évaluer le
développement de métastases. Cependant des modeles d'allogreffes immunocompétents
existent également en cancer du sein pour étudier les métastases(187). Le fardeau métastatique
est une issue peu étudiée dans le développement préclinique de thérapies. Or l'importance du
sujet est réelle car les métastases sont associées a un pronostic sombre. Yang et al. ont assemblé
12 modeles métastatiques pour des hotes syngéniques immunocompétents(187). Un avantage
de ces modeles est la présence d'un systeme immunitaire intact. De cette fagon, le processus
métastatique reproduit I'évasion de la tumeur primaire du systeme immunitaire tel qu'il survient
chez I'hnumain et sans incompatibilité d'especes au niveau des interactions paracrines entre la
tumeur et le stroma(187). Cependant ces tumeurs sont murines, elles ne sont pas des tumeurs

mammaires humaines et le cours de la maladie est tres rapide ce qui altere la biologie.

D'autres modeles potentiels sont les xénogreffes dérivées de patientes. Cependant, ce n'est pas
le modele de choix pour étudier plusieurs cohortes de traitement en méme temps. La vitesse de
la croissance tumorale est variable d'une xénogreffe a I'autre car elle est intrinsequement liée a
la biologie de la tumeur de la patiente dont elle provient. De plus, le développement de

métastases est difficile a prévoir.

Nous avons noté des différences importantes entre les moyennes normales des analyses
hématologiques pour les souris NOD scid gamma et nos souris. Les différences les plus notables
se situent au niveau du décompte leucocytaire et neutrophilique. Pour MDAMB231, les
décomptes leucocytaires et neutrophiliques étaient supérieurs, et le décompte plaquettaire était
inférieur chez nos contréles par rapport aux souris NOD scid gamma femelles saines. Avec la

technique de ponction cardiaque, nous avons observé moins de variabilité qu'avec la section de
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I'aorte et de la veine cave pour la cohorte A. De plus, le décompte plaquettaire était plus élevé

avec la ponction cardiaque.

Les échantillons coagulés ou de faible qualité furent exclus des résultats. Les souris ne
présentaient pas d'infection lors de la nécropsie. De plus, I'analyse a été réalisée par les
laboratoires regroupés du CHUM dont la technique est rigoureusement validée. Durant
I'optimisation de nos méthodes, nous avons utilisé différents types de tubes, sans que cela ne
change les résultats de I'analyse. Ces différences sont probablement issues du fait que nos souris

étaient atteintes de cancer et de métastases a différents organes.

Nous avons donc décidé de prendre nos groupes contréles comme référence pour comparer les
résultats a ceux des groupes traités. Malgré I'immunosuppression sévere des souris NOD scid
gamma, les souris des groupes contrbles n'avaient pas de taux de leucocytes inférieurs a la
moyenne normale. Cela a permis d'observer une différence avec les groupes de traitement qui

présentaient une diminution de ces taux.

Par ailleurs, d'autres expériences pourraient étre considérées pour évaluer la toxicité
hématologique, telle que I'analyse de la moelle osseuse, I'isolation de marqueurs inflammatoires
et de facteurs stimulants la croissance des lignées myéloides, I'estimation de la cellularité de la

moelle osseuse et |'estimation des cellules progénitrices(192).
2.2. Etude expérimentale

2.2.1. Croissance tumorale primaire
Nos résultats démontrent une amélioration de la réponse au talazoparib lorsque celui-ci est
administré avec une dose unique de carboplatin chez deux xénogreffes orthotopiques BRCA non-
muté (i.e., MDAMB231 et HCC1806). Cela est congruent a plusieurs études précliniques et

correspond a ce qui est attendu(144, 146, 156).

Nos résultats correspondent a une action synergique entre les sels de platine et les inhibiteurs de
PARP, telle que démontrée in vitro et in vivo dans plusieurs études précédentes (Tableau 23).
Rottenberg et al. ont démontré une amélioration statistiquement significative de la survie sans

progression et de la survie globale avec |'olaparib combiné a 28 ou 100 jours de sels de
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platine(154). Les résultats étaient similaires avec le carboplatin ou le cisplatin. Cependant, les

souris ont eu une néphrotoxicité |étale apres six cycles de cisplatin.

Tableau 20. Résumé des études évaluant un sel de platin combiné a un inhibiteur de PARP.

Article

Rottenberg,

2008(154)

Evers,
2008(155)

Clark,
2012(156)

Shen,
2013(136)

Légende:

Modeéle

Allogreffe
GEMM

Lignée
cellulaire
de tumeur
murine

mESC

Lignées
cellulaires:
HCC1937 et
EUFA423F
Xénogreffes
VC8

MX-1
xenografts

BRCA
BrRcA1LMT

BrcA2""
BrCA2™"

BrRcA1MT
BRCA1""

BrCA1/2™
BRCA1/2""

BrcA2"T
BRCA2™"

BrRcA1MT

GEMM: genetically engineered mouse models

mMESC: mouse embryonic stem cells

SSP: survie sans progression

SG: survie globale

Traitement
Cisplatin ou carboplatin +
olaparib

Cisplatin + olaparib

Cisplatin ou carboplatin +
veliparib

Cisplatin ou carboplatin +

veliparib

Carboplatin + véliparib

Cisplatin ou carboplatin +
talazoparib

136

Résultats

Combinaison: SSP, SG
augmentés.

Mort due a la

néphrotoxicité au cisplatin.

BrcA2"": synergie avec la
combinaison.

BRCA"": additivité avec la
combinaison.

Véliparib + carboplatin:
synergie ou additivité pour
tous, accru chez BRCAlMUT-

Véliparib + carboplatin:
synergie ou additivité pour

tous, accru chez BRCAZMUT-

Combinaison > véliparib
seul.

Pas d'inhibition tumorale
significative avec le
carboplatin seul.
Combinaison >
platin seuls.

sels de



Evers et al. ont démontré une synergie uniquement chez les lignées cellulaires BRCA-muté tandis
gu'une action additive était présente chez les cellules BRCA non-muté avec l'olaparib et le
cisplatin(155). Clark et al. ont eu des résultats similaires dans plusieurs modéles notamment avec
le carboplatin qui démontrait un effet synergique ou additif avec le véliparib chez deux lignées
cellulaires humaines de cancer du sein(156). L'efficacité de la combinaison était supérieure chez
les lignées BRCA-muté. Le carboplatin et le véliparib en combinaison pendant 14 jours chez des
xénogreffes VC8 a généré une inhibition de la croissance tumorale supérieure au talazoparib en
monothérapie. Shen et al. ont obtenu les mémes résultats dans des xénogreffes MX-1 avec une
durée de traitement de seulement huit jours(136). L'inhibition de la croissance tumorale était
supérieure avec la combinaison talazoparib/cisplatin qu'avec la  combinaison

talazoparib/carboplatin.

Bien que la combinaison simultanée soit donnée dans les études cliniques, notre étude est la
premiére a comparer directement plusieurs séquences de traitements. Nos résultats démontrent
gue comparativement au groupe contrdole, nous avons noté une inhibition tumorale supérieure
avec les combinaisons A et B. La variable importante a considérer est I'index d’inhibition tumorale
le jour de la nécropsie. Dans les deux expériences avec MDAMB231, la combinaison A est celle
qui a généré la plus haute inhibition tumorale (74.0%), suivie de 69.5% pour la combinaison B.
Cependant les différences n’étaient pas statistiquement significatives entre chacune des

combinaisons A, B et C.

Du point de vue mécanistique, 'administration du carboplatin avant le talazoparib semblerait en
théorie plus efficace. En effet, le carboplatin, en générant des liaisons covalentes avec I’ADN
cause des lésions monobrins et active la réparation par excision de base(105). PARP1 lie avec
affinité les lésions de I’ADN causées par les agents alkylants(151, 152). Le talazoparib inhibe la
réparation par excision de base des lésions monobrins causées par les adduits entre I’ADN et les
complexes réactifs de platine, engendrant des dommages double-brins. De plus les inhibiteurs de
PARP entrainent une dissociation entre les lésions d’ADN causées par les sels de platine et les

protéines de réparation (incluant PARP1)(152).
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Chez les souris MDAMB231, BRCA1/2 sont fonctionnelles donc la recombinaison homologue
devrait avoir lieu pour réparer ces dommages double-brins. Cependant nous objectivons une
sensibilité au talazoparib et au carboplatin dans nos expériences, signifiant un défaut au niveau
de la recombinaison homologue des lésions double-brins générées pouvant étre di a des

mutations somatiques dans d’autres genes.

Nous n’avons pas observé de différence significative entre les combinaisons A et B, mais plutot
une simple tendance de la combinaison A vers une meilleure inhibition tumorale. Donc, nos
résultats suggérent que le pré-traitement avec le carboplatin (i.e., combinaison B) n’est pas plus
efficace que la combinaison simultanée (i.e., combinaison A). Dans la combinaison A, les souris
recoivent du talazoparib avant de recevoir le carboplatin le jour 3. Le jour 3 le talazoparib est
donné simultanément au carboplatin. Il se pourrait que le talazoparib donné avant le carboplatin
sensibilise davantage les tumeurs en empéchant des le départ la réparation par excision de base
d’avoir lieu. Ainsi, lorsque le carboplatin est administré et cause des |ésions monobrins par des
adduits entre I’ADN et les complexes réactifs de platine, ces lésions s’accumuleraient et

causeraient davantage de lésions double-brins.

Le carboplatin était ainsi administré dans un contexte ou la machinerie qui répare les Iésions qu’il
allait causer était d’ores déja non fonctionnelle dans la combinaison A. En effet, le talazoparib
inhibait I'activité de PARP1/2 et le recrutement de protéines de réparation durant 48h avant
I’administration du carboplatin. Cela expliquerait la tendance observée vers une plus grande
efficacité de la combinaison A. Afin de détecter une différence entre les combinaisons, il sera
nécessaire d'augmenter le nombre de souris dans chaque groupe et d'équilibrer le nombre de

souris par groupe.

Dans la combinaison C, nous avons observé une inefficacité du traitement. Cela est probablement
di a un délai trop important entre le carboplatin et le talazoparib, empéchant I'action synergique
des deux agents. Durant ce délai, les lésions monobrins engendrées par le carboplatin ont
probablement pu étre réparées par excision de base. Les cellules tumorales n’avaient donc pas a

réparer de multiples Iésions double-brins. Cela a probablement permis a la maladie de progresser.
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Les tumeurs n'ont pas pu étre éradiquées avec notre régime de traitement. Ce n'était pas notre
objectif dans cette étude étant donné la faible durée de traitement pour laquelle nous avons
opté. Il en fut ainsi également dans |'expérience de Shen et al.(136). Il serait intéressant d'évaluer
I'effet d'un traitement plus long et de doses répétées sur la toxicité et sur la croissance tumorale.
Shen et al. ont obtenu une réponse compléte (i.e., absence de tumeur palpable) chez des
xénogreffes MX-1 en administrant le talazoparib en monothérapie oralement deux fois par jour
plutdt qu'une fois par jour a la méme dose journaliére de 0.33 mg/kg. Huit semaines apreés la fin
des traitements, les souris avaient toujours une réponse compléete. Néanmoins, Rottenberg et al.
n'ont pas obtenu de réponse compléte avec la combinaison d'olaparib et de sels de platine méme
avec un traitement de 100 jours et des doses largement supérieures pour les deux thérapies(154).

Dans cette étude le talazoparib était administré une fois par jour.

La lignée HCC1806 nous a permis d'obtenir une ébauche de résultats avec un faible nombre
d'animaux par groupe. Vu le faible nombre de souris, aucune conclusion définitive ne peut en étre

tirée. Ces résultats sont a valider dans une plus grande cohorte.

2.2.2. Développement de métastases
Les données obtenues au niveau de la tumeur primaire correlent avec celles des métastases
pulmonaires. Une inhibition tumorale est présente chez tous les groupes de combinaison sans
différence statistiquement significative entre les combinaisons A, B et C (Figure 32). Par rapport
au groupe contrdle, les combinaisons A et B avaient les plus faibles proportions de métastases

pulmonaires. La combinaison A ayant la proportion de métastases la plus faible.

L'étude EMBRACA démontre une efficacité du talazoparib sur les métastases en combinaison avec
la chimiothérapie chez des tumeurs BRCA-muté au niveau germinal(131). Cela suggéere une
efficacité du talazoparib sur les métastases en cancer du sein BRCA non-muté également. Par
ailleurs, les inhibiteurs de PARP ont montré des propriétés anti-angiogéniques, en plus de la
régulation a la baisse de Snaill et Vimentinl dans les cellules endothéliales et tumorales.
L'inhibition des métastases par les PARPi a été identifiée in vivo dans un modele de

mélanome(160). En outre, des défauts dans les génes de réparation de I'ADN dans les métastases
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a distance ont également été identifiés en cancer du sein ce qui suggere une efficacité de la

thérapie anti-PARP dans l'inhibition des métastases a distance(35, 161).

Aucune des études précliniques citées au tableau 23 n'a évalué I'envahissement métastatique.
Les essais cliniques randomisés en cancer du sein ont démontré une efficacité des inhibiteurs de
PARP chez les patientes BRCA-muté présentant des métastases a distance en combinaison avec
la chimiothérapie standard(132, 133). Nos données ouvrent la voie pour des études chez les

tumeurs BRCA non-muté dans le contexte métastatique.

En cancer de I'ovaire métastatique, I'addition d'olaparib a la chimiothérapie et a un traitement
anti-VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) a démontré une amélioration de la survie sans
progression chez les patientes ayant une mutation BRCA somatique au sein de la tumeur (HR =
0.31, IC95% : 0.20-0.47) ainsi que celles dont la tumeur avait un déficit de recombinaison
homologue (HR = 0.33, IC95% : 0.25-0.45)(193). Cette efficacité de |'olaparib chez les tumeurs
ayant un déficit de recombinaison homologue ou une mutation somatique BRCA reste a étre
clarifiée en cancer du sein triple-négatif. En cancer de I'ovaire, |'olaparib est devenu le premier
inhibiteur de PARP approuvé par I'Agence Européenne des Médicaments en monothérapie pour
les tumeurs ayant une mutation somatique BRCA sans mutation germinale(35). La variabilité
importante et la grande hétérogénéité du CSTN ajoutent un degré de complexité par rapport aux

autres tumeurs solides.

Nos résultats fournissent également un apercu intéressant sur l'effet du talazoparib en
monothérapie sur les métastases. Dans la littérature actuelle, les inhibiteurs de PARP sont
administrés apres plusieurs lignes de chimiothérapie et en combinaison avec celle-ci. L'effet isolé
des inhibiteurs de PARP sur le développement de métastases chez des sujets naifs de toute
chimiothérapie est méconnu. Cela pourrait étre étudié avec un régime plus long et une
administration deux fois par jour. Dans notre étude, nous avons objectivé des résultats mitigés

(Figures 32 et 33).

Nous avons évalué la méthode l'instillation de formaline dans les poumons afin de dilater les
alvéoles et de détecter les métastases(194). Cependant, nous n'avons pas obtenu de différence

au niveau de la quantification des métastases. De plus, les prélevements sanguins ne pouvaient
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pas étre réalisés de maniere optimale sur le plan technique. Cette méthode pourrait étre
intéressante lorsque la quantification des métastases se fait de maniere automatisée et

lorsqu'une analyse sanguine n'est pas requise.

2.2.3. Toxicité
Nous avons observé des résultats mitigés dans les différentes cohortes MDAMB231 et HCC1806.
Pourtant, les souris ont été randomisées afin d'avoir un poids homogéene en début de traitement
dans les différents groupes. Une toxicité sur le poids plus marquée a été observée chez les souris
traitées avec les combinaisons comparativement au groupe contrdle (Figures 35, 38 et 43). Le
talazoparib en monothérapie a une toxicité majoritairement inférieure aux combinaisons de

traitement.

La dose de talazoparib administrée (0.33 mg/kg) combinée avec le cisplatin était associée a une
perte de poids maximale de 6%, contrairement a 11% avec une dose plus élevée (1 mg/kg) selon
Shen et al(136). En combinaison avec le carboplatin, aucune perte de poids significative ne fut
observée(136). Nos résultats sont similaires a ce qui fut obtenu avec le cisplatin par Shen et al.,
nous avons noté une perte de poids maximale de 4.7%. En termes de |étalité, nos résultats sont
concordants avec ceux de Shen et al., nous n'avons eu qu'un seul décés (i.e., une souris retrouvée
décédée en fin d'expérience dans le groupe combinaison A). Rottenberg et al. ainsi que Clark et

al. n'ont pas évalué la perte de poids(154, 156).

La toxicité hématologique est la plus fréquente avec I'administration des inhibiteurs de PARP et
du carboplatin, simultanément ou séquentiellement(153, 158). Dans notre étude, la toxicité
hématologique sur les leucocytes et les plaquettes fut moindre chez la combinaison C (Figures 36
A et C). Aucune différence significative ne fut observée au niveau de la toxicité hématologique
entre les trois combinaisons A, B et C. Néanmoins, nous avons démontré une tendance a une
réduction de la toxicité hématologique en instaurant un délai d'administration entre le
carboplatin et le talazoparib (Figures 36.A et C). La combinaison B avait une tendance vers une
moindre toxicité que la combinaison A. Cela est en faveur de notre hypothese selon laquelle le
prétraitement avec le carboplatin diminue la toxicité du talazoparib. Afin d'investiguer cela

davantage chez les xénogreffes, une quantification de la concentration intracellulaire de
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talazoparib dans les cellules tumorales pourrait étre effectuée. De plus, I'expérience devrait étre
répétée dans une plus grande cohorte afin d'évaluer la présence d'une différence statistiqguement
significative. Cela serait important car nous avons noté une variabilité dans nos résultats
hématologiques. Il resterait également a évaluer |'effet des différentes séquences de traitement

sur le taux de neutrophiles.

2.3. Conclusion
En conclusion, notre signature génétique de 63 genes n'est pas associée aux principales variables
clinicopathologiques étudiées, suggérant une indépendance de ce biomarqueur a valider dans
une plus large cohorte avec une analyse multivariée. Le sous-groupe intrinseque luminal B
comprend davantage de patientes avec des mutations dans les genes de la signature par rapport
au sous-groupe luminal A. Les patientes luminales B présentant des mutations ont démontré un
taux de survie spécifique au cancer du sein plus faible que celles sans mutations. Les tumeurs
primaires post chimiothérapie néoadjuvante, les tumeurs récidivant loco-régionalement et les
métastases comprennent une proportion d’échantillons mutés plus élevée que les tumeurs
primaires non traitées. De tous les sites métastatiques, les métastases cérébrales ont présenté la
proportion d’échantillons mutés la plus élevée. Cela démontre que la proportion de patientes ou
d’échantillons avec des mutations de la signature génétique est plus élevée parmi les tumeurs

agressives, probablement en lien avec une instabilité génomique engendrée par les mutations.

L'administration simultanée du talazoparib et du carboplatin a démontré une tendance vers une
meilleure inhibition tumorale primaire et métastatique dans des xénogreffes orthotopiques BRCA
non-muté. Le pré-traitement avec le talazoparib pendant 2 jours, suivi de I'administration
simultanée du talazoparib et du carboplatin le jour 3, démontre une tendance vers une meilleure
efficacité par rapport a I'administration séquentielle du carboplatin 24h avant le talazoparib. Au
niveau mécanistique, I'explication proposée est que quand PARP est inhibé durant 48h avant
d’administrer le carboplatin, les Iésions monobrins causées par les complexes réactifs de platine
n’ont pas le temps d’étre réparées et s"accumuleraient. La réparation de ces Iésions par excision
de base est d’ores et déja inhibée par le PARPi, générant davantage de lésions double-brins. Dans

des tumeurs ou la recombinaison homologue ne se fait pas efficacement, cela peut mener a une
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instabilité génomique et a la mort cellulaire. Cependant, lorsqu’un délai de temps est instauré
entre le carboplatin en premier et le talazoparib en second, les Iésions monobrins causées par les
complexes réactifs de platine ont le temps d’étre réparées avant que le talazoparib inhibe PARP.
Cette proposition mécanistique pourrait faire |'objet d’études subséquentes. De plus,
I'administration séquentielle du carboplatin 24h avant celle du talazoparib est associée a une
tendance vers une moindre toxicité, avec une perte de poids plus faible et de plus hauts taux de
leucocytes et de plaquettes que la combinaison simultanée. Etant donné qu'aucune différence
significative ne fut décelée entre chacune des combinaisons A, B et C, ces résultats devront étre

validés dans une plus grande cohorte.
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