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RESUME ET MOTS CLES

Au Canada, on estime qu'une femme sur neuf développera un cancer du sein et qu'une
femme sur vingt-huit en mourra. Les carcinomes mammaires de phénotype basal qui
comprennent environ 15 a 25% des cancers envahissants du sein sont des tumeurs malignes
ayant un trés mauvais pronostic. Dans ce type tumoral, les métastases sont fréquentes et les
déceés nombreux. La formation des métastases est un processus complexe qui comprend
plusieurs étapes; chacune peut étre ¢tudiée par des marqueurs spécifiques. Notre hypothése
de recherche est que le carcinome mammaire de phénotype basal posséde des

caractéristiques spécifiques qui permettent d'expliquer son potentiel métastatique €élevé.

Six micromatrices tissulaires comprenant un total de 213 tumeurs mammaires ont été
confectionnées. L'expression des marqueurs usuels de la métastase et celle de nouveaux

marqueurs a été étudiée par des techniques d'immunohistochimie.

L'¢tude comparative de D’expression des marqueurs du potentiel métastatique par les
carcinomes mammaires de phénotype basal indique que les protéines Ki-67, EGFR, CD276
et galectine-7 sont étroitement reliées a ce type de cancer. De plus, l'expression du
marqueur GATA-3, un marqueur anti-métastatique, fait complétement défaut. Nos résultats
confirment que le cancer du sein de phénotype basal posséde un plus grand potentiel
métastatique que les autres sous-types génétiques et suggerent que la galectine-7 puisse étre

impliquée.

Mots clés :  cancer du sein, immunohistochimie, métastases, micromatrice tissulaire.



ABSTRACT AND KEYWORDS

In Canada, we estimate that one woman in nine will develop a breast cancer, and one
woman in twenty-eight will succumb of her disease. The basal-like breast cancer which
represents 15 to 25% of invasive breast cancer, is associated with a poor prognosis.
Metastases are the main cause of mortality for patients affected from cancer. Many steps
are involved in the metastatic cascade. Each step can be studied using specific markers. Our
research hypothesis is that basal-like breast cancer have distinct charactheristics which can

explain their higher metastatic potential and poor overall survival.

Six tissue microarrays comprising a total of 213 breast tumors were assembled. The relative
expression of conventional and putative metastasis related markers was studied using

immunohistochemistry.

When the expression of metastatic potential markers was evaluated in breast carcinomas,
basal-like breast cancer was found to express higher levels of Ki-67, EGFR, CD276 and
galectin-7. Furthermore, GATA-3, an antimetastatic protein, was found to be completely
absent in basal-cell type breast cancers. Our results confirm that the basal-like breast cancer
has a highest metastatic potential than the other molecular subtypes and suggest that

galectin-7 may play a role.

Keywords : basal-like subtype, breast cancer, immunohistochemistry, metastasis, tissue

microarray.
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INTRODUCTION

I. Le sein

Le sein, c'est-a-dire la glande mammaire humaine, est un organe pair solidement appuyé
contre le muscle pectoral qui permet 1’apport de lait et d’anticorps maternels a I’enfant. La
glande mammaire se compose de stroma fibro-adipeux et d’acini sécrétoires contenus dans
des lobules et reliés a des canaux. Ce sont les canaux galactophores qui acheminent la
sécrétion depuis les lobules jusqu’aux sinus lactiféres, puis au mamelon (Robbins et
Cotran, 2005). Les canaux et les lobules sont tapissés d’une couche de cellules
¢épithéliales luminales entourée elle-méme d’une assise de cellules myoépithéliales et d’une
membrane basale (Figure 1). Les cellules myoépithéliales, aussi connues sous le nom de
cellules basales, sont responsables de 1’¢jection du lait des cellules luminales de par leur
fonction contractile. Elles sont aussi importantes pour le maintien de la structure et de la
fonction du lobule et de la membrane basale. La majorité des cancers du sein ont pour
origine les cellules épithéliales; c’est pourquoi on les appelle carcinomes (Lakhani et

O’Hare, 2001).

- 3 - 1

RN
Cellule Re - - ’QeII}J!e
myo- e épithéliale
épithéliale = 2 /) luminale
externe /;‘\"‘!"'/ 7 interne

Figure 1. Coupe histologique de sein normal (lobule) colorée a I’Hématoxyline-Phloxine-

Safran (HPS). (grossissement original x 400).



II. Le cancer du sein

I1.1 Introduction

Au Canada, le cancer du sein est le cancer le plus fréquent chez la femme. Il est aussi
responsable du plus grand nombre de décés, apres le cancer du poumon. On estime qu’une
femme sur neuf développera un cancer du sein et qu'une femme sur vingt-huit en mourra
(Comité directeur de la Société canadienne du cancer : Statistiques canadiennes sur le

cancer 2009).

On distingue les carcinomes in situ des carcinomes infiltrants. Le terme in situ (Figure 2A)
indique que la population de cellules tumorales est limitée par la membrane basale des
canaux et des lobules. Cette barriere anatomique empéche les cellules tumorales de migrer
dans les vaisseaux sanguins et lymphatiques pour former des métastases (Silverstein, 2000).
En revanche, les carcinomes infiltrants (Figure 2B), aussi connus sous le nom de

carcinomes envahissants, peuvent envahir le stroma et les vaisseaux pour essaimer a

distance, suite a une effraction de la membrane basale (Man et Sang, 2004).

Figure 2. Coupes histologiques de carcinomes mammaires colorées a 1’Hématoxyline-
Eosine-Safran (HES) : (A) carcinome in situ touchant deux canaux; (B) un carcinome

infiltrant. (grossissement original x 200).



Les carcinomes mammaires envahissants peuvent aussi étre classés selon leur grade
histologique. Cette classification porte le nom de Scarff-Bloom-Richardson et Elston-Ellis
(SBR-EE). Elle s'appuie sur les critéres suivants: formation de tubules, polymorphisme
nucléaire et mitoses dans le néoplasme. Les tumeurs de bas grade (Figure 3A) conservent
une architecture tubulaire, des noyaux petits et uniformes et renferment peu de cellules en
mitose. Elles sont donc bien différenciées, connaissent une évolution lente et ne forment
que rarement des métastases. Les tumeurs de haut grade (Figure 3B) perdent leur
architecture tubulaire, sont munies de gros noyaux polymorphes et présentent une activité

mitotique élevée. Comme elles sont peu différenciées, elles ont une évolution rapide et une

tendance a former plus souvent des métastases (Elston et Ellis, 1991).

Figure 3. Coupes histologiques de carcinomes mammaires colorées a 1’Hématoxyline-
Eosine-Safran (HES) : (A) un carcinome de bas grade (I); (B) un carcinome de haut grade

(ITI). (grossissement original x 200).

I1.2 Les Types histologiques des carcinomes mammaires infiltrants

On classe généralement les carcinomes mammaires envahissants selon leur type
histologique. Par ordre décroissant de fréquence, on reconnait les types suivants : canalaire
SAI (sans autre indication), lobulaire, tubulaire, mucineux, médullaire, papillaire et

métaplasique (Robbins et Cotran, 2005).



I1.2a Le type histologique canalaire

Les carcinomes mammaires canalaires envahissants SAI (Figure 4) sont les plus nombreux
et comptent pour environ 70% a 80% des cancers infiltrants. Ils comprennent I'ensemble
des cancers du sein dépourvus de caractéristiques histologiques distinctes. On croit que ces
tumeurs prennent naissance des cellules épithéliales des unités ductulo-lobulaires.

Ces tumeurs varient beaucoup et constituent un groupe trés hétérogene. Elles peuvent ou
non exprimer les récepteurs hormonaux et surexprimer ou non le récepteur du facteur de

croissance épidermique humain 2 (HER-2) (Faratian et al, 2009).

Figure 4. Coupe histologique d’un carcinome mammaire infiltrant canalaire colorée a

’Hématoxyline-Eosine-Safran (HES). (grossissement original x 200).

IL1.2b Le type histologique médullaire typique

Les carcinomes mammaires de type médullaire (Figure 5) sont rares (moins de 2% des
cancers du sein), mais se reconnaissent aisément. Les critéres histologiques établis par le Dr
Ridolfi et ses collégues qui permettent de poser ce diagnostic sont les suivants : mode de

croissance syncitial dans plus de 75% du volume tumoral, contours nets et bien définis de la



tumeur, infiltrat inflammatoire riche en lymphocytes et plasmocytes autour et a l'intérieur
de la tumeur, absence de composantes intracanalaires associées (Ridolfi et al, 1977).

D'autres caractéristiques biologiques lui sont souvent associées : grade nucléaire élevé,
aneuploidie, défaut d'expression des récepteurs hormonaux, absence de surexpression de la
protéine HER-2 et index de prolifération ¢élevé. De facon paradoxale, ce type histologique
conserve un bon pronostic et les métastases ganglionnaires lymphatiques surviennent

rarement (Eichhorn, 2004).

Figure 5. Coupe histologique d’un carcinome mammaire médullaire colorée a

’Hématoxyline-Eosine-Safran (HES). (grossissement original x 200).

11.3 Les Sous-types d’expression génique des carcinomes mammaires

Afin d'améliorer la classification des cancers mammaires et mieux prédire la réponse au
traitement, 1’équipe du Dr Perou a voulu ranger les carcinomes mammaires en sous-types
d’apres leur profil d’expression génique. Ainsi, il a été montré que 1'on pouvait distinguer
plusieurs patrons de différenciation distincts : luminal A, luminal B, phénotype normal,

surexpression de la protéine HER-2 et phénotype basal (Perou et al, 2000).



Tableau I  Classification et définitions des sous-types d’expression génique du cancer

du sein
Sous-types du cancer du sein Définitions
Luminal A ER+, HER-2-
Luminal B ER+, HER-2+
HER-2 HER-2+, ER-, PR-
Phénotype basal ER-, HER-2-, CK5/6+, EGFR+
Phénotype normal ER-, PR-, HER-2-, CK5/6- EGFR-

(Perou et al, 2000) (Sorlie ef al, 2001) (Nielsen et al, 2004)

I1.3a Le sous-type luminal A

Ce sous-type se définit par un profil d’expression génique caractéristique des cellules
luminales du sein : expression coordonnée des récepteurs hormonaux, oestrogéniques (ER)
et de progestérone (PR), des cytokératines luminales, c’est-a-dire les cytokératines 8 et 18
(CK8/18) et du facteur transcriptionnel GATA-3 (Perou et al, 2000) (Badve et Nakshatri,

2009).

L’expression des récepteurs hormonaux peut étre mise en évidence a l'aide d'une réaction
immunohistochimique. Le marquage s'observe dans le noyau des cellules tumorales. Le
pourcentage de noyaux marqués dans la tumeur permet de juger de la réponse a

I'hormonothérapie (Zafrani et al, 2000).

Comme on peut s'y attendre, ce sous-type correspond principalement a des tumeurs de bas

grade qui proliférent lentement, mais se retrouve également dans les tumeurs de haut grade.



C'est pourquoi le sous-type luminal A confére généralement un meilleur pronostic aux
patientes atteintes avec une survie a 5 ans chez plus de 95% des femmes (Badve et

Nakshatri, 2009).

L hormonothérapie est le traitement de choix pour les tumeurs du sein de type luminal A.
L’anti-oestrogenes le plus utilisé, aussi connus sous le nom de modulateur sélectif des
récepteurs oestrogéniques (SERM), est le tamoxifeéne. Il agit en bloquant les récepteurs
oestrogéniques des cellules cancéreuses et entrave la signalisation par 1’cestrogéne (Early
Breast Cancer Trialists’ Collaborative Group, 1998). De nouveaux agents, comme les
inhibiteurs de 1’aromatase, peuvent limiter la production de I’hormone cible, 1’cestrogene,
mais leur utilisation est généralement réservée aux femmes post-ménopausées (Mauri et al,

2006).

I1.3b Le sous-type surexprimant la protéine HER-2
Le récepteur du facteur de croissance épidermique humain 2 (HER-2) est surexprimé dans
environ 20% des cancers du sein. Cette surexpression est généralement associée a une

amplification du gene HER-2 situé sur le chromosome 17 (Ross et al, 2004).

La surexpression de la protéine HER-2 peut aussi étre mesurée en clinique a l'aide d'une
réaction immunohistochimique. Le marquage s'observe a la membrane cellulaire. La
surexpression est confirmée lorsqu'au moins 30% des cellules tumorales montrent un
marquage membranaire intense et circonférentiel (réaction 3+) (Figure 6D). Lorsque le
marquage ne répond pas a ces criteres, la réaction est qualifiée de négative (0 ou 1+)

(Figures 6A et 6B) ou douteuse (2+) (Figure 6C). Dans le cas d'une réaction douteuse, on



mesure directement l'amplification génique au moyen d'une hybridation fluorescente in situ
(FISH). En fonction du ratio entre le nombre de copies du géne HER-2 et du nombre de
copies du marqueur centromérique du chromosome 17, on qualifie la réaction de positive
(ratio supérieur a 2.2), négative (ratio inférieur a 1.8) ou équivoque (ratio situé entre 1.8 et

2.) (Wolff et al, 2007).

A

Figure 6. Marquage membranaire de la protéine HER-2 a différents niveaux dans le
carcinome mammaire de haut grade : (A) 0 (négatif); (B) 1+ (négatif); (C) 2+ (douteux);
(D) 3+ (positif). (grossissement original x 200).

Les carcinomes mammaires HER-2 positifs correspondent le plus souvent a des tumeurs de
haut grade qui présentent un haut taux de mutations du geéne p53 (Sorlie ef al, 2001). En
général, ces tumeurs n'expriment pas les récepteurs hormonaux. La coexpression du
marqueur HER-2 et des récepteurs oestrogéniques survient dans le sous-type luminal B

(Brenton et al, 2005).



Les cancers du sein qui surexpriment la protéine HER-2 ont plus souvent une évolution
clinique défavorable (Slamon et al/, 1987). Heureusement, 1'introduction en clinique d'un
anticorps monoclonal humanisé dirigé contre la protéine membranaire HER-2, encore
appelé trastuzumab (Herceptin; Genentech, San Francisco, CA), a permis de contrer la
croissance tumorale chez bon nombre de patientes qui surexpriment la protéine HER-2. En
effet, des essais cliniques ont démontré que le trastuzumab prolonge le temps de
progression de la maladie, améliore le taux et la durée de la réponse, ainsi que la survie

globale dans le cancer du sein métastatique (Slamon et al, 2001).

I1.3c Le phénotype basal

Ce cancer prendrait naissance de cellules situées dans le voisinage de la couche
myoépithéliale. Les carcinomes mammaires de phénotype basal expriment a la fois les
marqueurs de cellules myoépithéliales (kératines basales, p63, P-cadherin et laminine) et
d'autres protéines connues comme ¢étant exprimées dans les cellules souches et

progénitrices, comme les cytokératines 5 et 6 (Perou et al, 2000).

Le carcinome mammaire de phénotype basal comprend de 8% a 37% des cancers du sein,
selon les études (Rakha et Reis-Filho, 2009). Ces tumeurs ont un trés mauvais pronostic en
raison de leur caractére envahissant et leur croissance rapide (Sorlie et al, 2001). Ce sous-
type est surreprésenté parmi les cancers qui surgissent dans un court laps de temps, situé
entre deux mammographies annuelles (Collett et al, 2005). La fréquence d’apparition de ce
cancer du sein survient beaucoup plus fréquemment chez les patientes plus jeunes (47-55
ans) (Rakha et Reis-Filho, 2009). L ¢étude de Carey et a/ (2006) indique que l'incidence

varie selon les populations étudiées: environ 39% chez les Afro-américaines pré-
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ménopausées, 14% chez les Afro-américaines post-ménopausées et 16% chez les non Afro-

américaines.

Le phénotype basal se retrouve non seulement dans les carcinomes canalaires SAI, mais
aussi dans certains types histologiques spécifiques, comme les carcinomes médullaires et
métaplasiques. Ses caractéristiques essentielles sont les suivantes: carcinome mal
différencié, haut grade histologique et nucléaire, index de prolifération élevé, défaut
d'expression des récepteurs d’oestrogénes (ER) et de progestérone (PR), absence de
surexpression et amplification du géne HER-2 (d'ou l'appellation triple négatif), expression
des cytokératines de masse moléculaire élevée (CK5/6, CK14, CK17) et expression du
récepteur du facteur de croissance épidermique (EGFR) (Kim et al, 2006) (Nielsen et al,

2004).

L’histologie particuliere des cancers du sein de phénotype basal (Figure 7) comprend : une
volumineuse tumeur, un infiltrat lymphocytaire au sein du stroma, de larges zones de
nécrose, un pléomorphisme cellulaire accusé (changements de morphologie), des nucléoles
apparents, des cellules apoptotiques, peu de tubules, un stroma peu abondant, un ratio
nucléaire-cytoplasmique élevé, une chromatine vésiculeuse et des ¢léments métaplasiques
(cellules squameuses et allongées et prolifération microvasculaire gloméruloide) (Rakha et

Reis-Filho, 2009).
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Figure 7. Coupe histologique d’un carcinome mammaire canalaire de phénotype basal

colorée a I’Hématoxyline-Eosine-Safran (HES). (grossissement original x 200).

Les patientes souffrant du cancer du sein de phénotype basal ne répondent pas aussi bien a
la chimiothérapie adjuvante a base d’anthracycline que les autres patientes. De plus, ce
cancer confére un haut taux de récidive et un faible taux de survie (sans maladie et globale)
(Banerjee et al, 2006). Les tumeurs mammaires de phénotype basal semblent métastasier
plus souvent au cerveau et aux poumons, mais beaucoup moins aux os, au foie et aux
ganglions lymphatiques (Fulford et al/, 2007) (Luck et al, 2008). Les métastases cérébrales
et pulmonaires sont associées a un mauvais pronostic (Patanaphan et al, 1988). Cette
observation pourrait indiquer une dissémination par voie sanguine plutét que par voie

lymphatique.

Bien qu’il n’y ait pas de consensus international pour définir le cancer du sein de phénotype
basal, la méthode immunohistochimique la plus utilisée est celle de Nielsen e al. Elle
consiste en ’absence d’expression des récepteurs oestrogéniques et de la protéine HER-2
au sein des cellules tunorales. De plus, les cellules tumorales doivent exprimer les CK5/6
et/ou EGFR. Ces critéres ont une sensibilité de 76% et une spécificité¢ de 100% (Nielsen et

al, 2004).
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Dans quelques cas, les cytokératines de faible masse moléculaire CK8/18 s'expriment dans
les cancers du sein de phénotype basal, suggérant qu'elles tirent leur origine de cellules
souches mammaires (Kim et al, 2006) (Da Silva et al, 2007). Qui plus est, d’autres génes
des cellules souches mammaires (Sox2 et CD133) s'expriment également dans ce sous-type

de cancer (Rodriguez-Pinilla et a/, 2007) (Storci et al, 2008).

Fait a noter, certaines protéines mutées se retrouvent sélectivement dans les cancers de
phénotype basal. L’¢étude de Sorlie et al (2001) a confirmé un taux élevé de mutations de
p53 dans ce type de cancer. En outre, les carcinomes mammaires héréditaires qui
surviennent dans le contexte de mutations germinales du géne BRCAI présentent souvent
ce profil d’expression génique (Foulkes et al, 2003). D'autres protéines ont aussi été
retrouvées dans le cancer du sein de phénotype basal : P-cadhérine, cavéolines 1 et 2,
cycline E, Ki-67, c-kit, fascine, moésine, vimentine, nestine et laminine (Rakha et Reis-
Filho, 2009).

Quelques une de ces protéines, dont EGFR, alpha-B-crystallin et le facteur de croissance de
I’endothélium vasculaire (VEGF), sont des cibles thérapeutiques potentielles (Nielsen et al,
2004) (Moyano et al, 2006) (Pakkiri et al, 2009). Par rapport au cancer du sein luminal A et
au cancer HER-2 positif, qui peuvent respectivement bénéficier de I’hormonothérapie ou du
traitement au trastuzumab, les carcinomes mammaires de phénotype basal ne disposaient
jusqu'a tout récemment d'aucune forme de thérapie spécifique. Des études sont
présentement en cours pour vérifier l'efficacité des inhibiteurs de la Poly(ADP-ribose)
polymérase 1 (PARP1) dans les tumeurs qui se développent dans le contexte de mutations

des génes BRCAI et BRCA2 (Lord et al, 2008).
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I11. Les métastases

I11.1 Introduction

Les métastases compliquent 1'évolution de la plupart des cancers du sein et constituent la
principale cause de mortalité chez les personnes atteintes. Les cellules tumorales quittent la
masse tumorale et essaiment aux ganglions lymphatiques, et a d'autres organes (os,
poumons, foie et cerveau, etc.). Le processus métastatique est complexe et comprend

plusieurs étapes (Robbins et Cotran, 2005).

111.2 Les étapes de la cascade métastatique et leurs marqueurs

I11.2a Prolifération cellulaire : Ki-67 et pS3

Une étape clé pour la formation des métastases réside dans la prolifération cellulaire
soutenue. A cet égard, le marqueur de prolifération le plus utilisé en immunohistochimie,
pour mettre en évidence des cellules en cycle, est la protéine Ki-67. Cet antigéne nucléaire
se retrouve dans les phases actives du cycle cellulaire: G1, S, G2 et M, aussi bien dire
lorsque les cellules se divisent (Gerdes et al, 1984). Depuis sa découverte, il y a de cela 25
ans, le réle précis de cette protéine n’a toujours pas été ¢lucidé, bien que son role dans la
prolifération cellulaire n'ait jamais été remis en cause (Schliiter et al, 1993) (Starborg et al,

1996).

Dans le cancer du sein précoce, I’expression du marqueur Ki-67 s'associe a un plus haut
risque de récidives tumorales et a une diminution sensible de la survie (Urruticoechea et al,

2005) (de Azambuja et al, 2007).



14

Le facteur transcriptionnel p53 est responsable du contréle du cycle cellulaire,
particulicrement lors d'un stress de la cellule; en inhibant la prolifération et en permettant
aux cellules de quitter le cycle cellulaire, il favorise le processus de réparation des
structures cellulaires endommagées, comme par exemple I'ADN. Si le dommage infligé a la
cellule est irréparable, p53 enclenche le processus de mort cellulaire programmée, encore

appelée apoptose (Vogelstein et al, 2000).

Plus de la moiti¢ des cancers humains possédent une version mutée de la protéine p53
(Lane et Fischer, 2004). Dans 20% a 40% des cancers du sein, des mutations inactivatrices
de p53 en abrogent la fonction. Comme la forme mutée de p53 se retrouve a tous les stades
d'évolution du cancer mammaire, ce changement mutationnel semble intervenir
précocement dans le processus de tumorigenése. De plus, les mutations de p53 conférent
aux cellules tumorales une résistance aux traitements de chimiothérapie (Borresen-Dale,
2003). L’¢étude de Sorlie et al (2001) confirme également que les mutations de p53 sont
plus fréquentes dans les sous-types agressifs de cancers mammaires: HER-2 et phénotype
basal. Une fois muté, p53 permet la réplication inappropriée de I’ADN endommagé, ce qui
a pour effet d'augmenter le risque de nouvelles mutations. La perte de la fonction pro-
apoptotique de p53 constitue donc un net avantage prolifératif pour les cellules tumorales

(Borresen-Dale, 2003).

I11.2b Invasion de la matrice extracellulaire : galectine-7 et MMP-3
C'est en se détachant de la masse principale et en envahissant la matrice extracellulaire que
les cellules tumorales peuvent pénétrer les vaisseaux sanguins et lymphatiques. Plusieurs

molécules participent a cette étape du processus métastatique.
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Les galectines sont des lectines animales qui possédent une affinité pour les B-galactosides
présentes a la surface des récepteurs glycoprotéiques (Barondes et al, 1994). Elles agissent
tant a D’intérieur qu'a I'extérieur de la cellule. Leurs roles s'exercent dans I’immunité, le
développement, 1’apoptose, les contacts cellules-cellules et cellules-matrices et dans la

transformation néoplasique (Rabinovich, 1999).

La galectine-7 a d'abord été considérée comme un marqueur de I’épithélium stratifié
pavimenteux kératinisé (kératinocytes) (Madsen et al, 1995). Puis, on lui a attribué le rdle
de régulateur négatif de la progression tumorale, car p53, une protéine pro-apoptotique, en

régule I'expression a la hausse (Ueda et al, 2004) (Kopitz et al, 2003).

Mais cette fonction anti-tumorale de la galectine-7 ne pourrait bien s'appliquer qu'a certain
types de cancers puisqu'au contraire, elle exerce un rdle pro-tumoral dans les lymphomes.
Demers et al ont montré que le développement des lymphomes thymiques expérimentaux
¢tait accéléré dans les cellules de lymphome surexprimant la galectine-7. De plus ces
lymphomes agressifs infiltraient les tissus et formaient des métastases au foie et au rein.
(Demers et al, 2005). En supprimant I'expression de la galectine-7 a 1'aide d'antisens, ils ont
pu réduire le nombre de métastases par rapport aux témoins (Demers et al, 2007). Demers
et al proposent que cette galectine induise I’expression de la métalloprotéase-9 (MMP-9)
par les cellules cancéreuses (Demers et al, 2005). Cette dernicére est impliquée dans le
remodelage de la matrice extracellulaire, I’angiogenése, la sécrétion de facteurs de
croissance et la modulation du systéme immunitaire. L’expression de la MMP-9 accélere

aussi la dissémination des lymphomes (Kossakowska et al, 1998). La galectine-7 est une
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cible thérapeutique potentielle puisque son inhibition par le B-lactose bloque la production

de MMP-9 (Demers et al, 2005).

Chez le rat, la galectine-7 est surexprimée dans les carcinomes mammaires induits par le 1-
methyl-1-nitrosourea (Lu et al, 1997). Chez 1'homme, Perou et al/ (2000) ont identifié¢ le
transcrit de cette protéine dans les cancers mammaires, mais trés peu dans le sein normal,

ce qui suggere que la galectine-7 puisse exercer un role dans les carcinomes mammaires.

Une autre métalloprotéase impliquée dans 1’invasion est la stromelysine-1 ou MMP-3.
Cette protéase zinc-dépendante dégrade le collagéne de type IV, les protéoglycanes, la
laminine et la fibronectine contenus dans la membrane basale de la matrice extracellulaire.
Les cellules tumorales peuvent elles-mémes sécréter les métalloprotéases ou en induire la
production par les cellules de 1’hdte. Fait a noter, le remodelage de la matrice
extracellulaire survient dans plusieurs processus pathologiques, comme la croissance

tumorale, I’invasion et la métastase (Duffy et al, 2000).

Dans un mode¢le de souris transgéniques, la surexpression de la stromelysine-1 induisait la
formation de carcinomes mammaires (Sternlicht et a/, 1999). MMP-3 permet au facteur de
croissance fibroblastique (FGF) d'étre relaché suite au bris du perlecan, dérivé de
I’endothélium. L'augmentation de FGF pourrait notamment stimuler 1’angiogenése. En
revanche, la dégradation du plasminogéne par MMP-3 induit un inhibiteur de
I’angiogenese, l'angiostatine (Stetler-Stevenson, 1999). Lors de I’invasion tumorale,
I’inhibition de la stromelysine-1 par un antisens, au sein de lignées cellulaires du cancer du

sein, permet de contrer I'invasion de la membrane basale (Lochter et al, 1997).
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Plus récemment, Mendes et al ont étudi¢ I’expression de MMP-3 dans les métastases
cérébrales du cancer mammaire chez le rat. Ils ont montré que les cellules métastatiques
contenaient davantage d’ARNm et de protéine MMP-3. En inhibant I'activité enzymatique
de MMP-3, on pourrait réduire la formation des métastases in vitro et in vivo. Cette étude

confirme un réle pour MMP-3 dans la dissémination des cellules cancéreuses au cerveau

(Mendes et al, 2005).

I11.2¢c Ensemble du processus métastatique : EGFR

Quelques marqueurs contrdlent & eux seuls plusieurs étapes du processus métastatique.
C’est le cas d’EGFR, aussi connu sous le nom de HER-1. Ce récepteur membranaire
tyrosine kinase est présent dans les cellules épithéliales et est activé par divers ligands. Les
plus importants sont le facteur de croissance épidermique (EGF) et le facteur de croissance
transformant alpha (TGF-o). Lors de la liaison d’un ligand a son récepteur, il y a
dimérisation du récepteur, autophosphorylation croisée et activation des voies de
signalisation. Les fonctions physiologiques contrélées par EGFR sont nombreuses :

croissance, adhésion, motilité cellulaire et apoptose (Yarden et Sliwkowski, 2001).

Dans le cancer du sein, la surexpression d’EGFR est associée a un mauvais pronostic
(Nicholson et al, 1991). Ce récepteur participe a la prolifération et la survie médiées par la
voie MAPK (Davis, 2000). L’étude de Xue et al suggere d’autres fonctions pour ce
récepteur. Dans un modéle murin, I’injection de cellules tumorales mammaires
surexprimant EGFR permet d’augmenter la capacité des cellules a former des métastases en
facilitant I’intravasation, c’est-a-dire le passage des cellules tumorales au travers de

I’endothélium vasculaire depuis le lit tumoral primitif jusqu’aux vaisseaux sanguins et
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lymphatiques. La motilit¢ des cellules du cancer du sein semble également augmentée. In
vitro, I’augmentation de I’expression d’EGFR induit le chimiotaxisme par EGF, ce qui
facilite la dissémination métastatique (Xue et al/, 2006). Ce mouvement coordonné des

cellules tumorales par ’EGF implique 1’activation de la voie de signalisation PI3kinase-

Akt-PKC (Sun et al, 2005).

EGFR est aussi une cible intéressante pour les traitements anticancéreux. L’anticorps
monoclonal IMC-C225 (cetuximab, Erbitux; ImClone Systems Incorporated et Bristol-
Myers Squibb Company, New York, NY) peut lier le récepteur et entraver la liaison de ses
ligands naturels, réduisant du coup la division des cellules tumorales. En outre, IMC-C225
exalte I’effet cytotoxique de la chimiothérapie et de la radiothérapie. L’inhibiteur de
tyrosine kinase ZD1839 (Gefitinib, Iressa; AstraZeneca Pharmaceuticals, LP, Wilmington,
DE) permet aussi de contrer I’activation d’EGFR. Son mécanisme d’action consiste a
inhiber 1’autophosphorylation du récepteur en réduisant I’ATP disponible. ZD1839 permet

donc de réduire la prolifération tumorale (Herbst, 2004).

111.3 Les marqueurs non-associés a une étape de la cascade métastatique

Certaines protéines facilitent la dissémination métastatique, mais on n’en connait pas

encore leur mécanisme d’action.
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I11.3a La protéine CD276 impliquée dans I’adhésion, I’invasion et la migration des
cellules tumorales

Le récepteur de surface cellulaire de la famille B7, CD276, aussi connu sous le nom de B7-

H3 humain, est exprimé par les cellules dendritiques et les monocytes, suite a une

stimulation par les cytokines inflammatoires. Depuis sa découverte en 2001, on a pu

préciser son mécanisme d’action anti-tumoral : modulation de la réponse lymphocytaire T,

de la réponse cytotoxique et de la production d’INF-y (Chapoval et al/, 2001) (Suh et al,

2003).

Les cellules tumorales qui expriment CD276 se comportent différemment selon I’organe
touché. Certaines études suggerent un rdle anti-tumoral, car la transfection des tumeurs
avec B7-H3 murin induit une réponse immunitaire anti-tumorale médiée par les
lymphocytes T cytotoxiques CD8+ et les cellules tueuses naturelles (NK) (Sun et al, 2003)
(Luo et al, 2004) (Lupu et al, 2006). De plus, une hausse des niveaux d’expression de
CD276 est associée a I’amélioration de la survie des patients atteints de carcinomes
gastriques (Wu et al, 2006). Pour d’autres types de cancer, cette protéine exerce, au
contraire, un effet pro-tumoral. Les cellules du neuroblastome qui expriment B7-H3
humain voient la lyse cellulaire par les cellules NK diminuée (Castriconi et al, 2004). De
méme, 1’expression soutenue de CD276 dans le cancer du poumon non a petites cellules
correle avec I’apparition de métastases ganglionnaires et la réduction des lymphocytes T
intra-tumoraux (Sun et al, 2006). Roth et a/ (2007) ont aussi noté que de forts niveaux de
CD276 dans les cellules tumorales favorisent la progression du cancer de la prostate. Dans
la suite, Zhang et al ont confirmé et étendu ces observations en confirmant le réle péjoratif

de CD276 : extension extraprostatique, invasion de la vésicule séminale, augmentation du
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risque d’une récidive métastatique, résistance a 1’hormonothérapie et augmentation des

déces (Zhang et al, 2007).

Le réle de CD276 dans la métastase a aussi été souligné par I’équipe de Chen et al.
D’abord, CD276 a été identifié comme antigéne associé¢ aux tumeurs (TAA) puisque cette
protéine est reconnue par 1’anticorps 376.96. Ce dernier favorise 1’adhérence de bon
nombre de tumeurs, dont le cancer mammaire. Son rdle dans la progression tumorale et la
métastasie a pu étre mis en lumicre par 1’utilisation de siRNA qui ont pour effet de réduire
I’expression de CD276, inhiber I’adhésion cellulaire tumorale, prévenir la migration et
contrer 1’invasion, sans affecter pour autant la prolifération cellulaire (Chen et al, 2008).
Cette protéine membranaire pourrait représenter une cible thérapeutique intéressante, mais

d’autres études sont requises avant que 1’on puisse 1’utiliser a cette fin.

IT1.3b GATA-3 : une protéine antimétastatique
GATA-3 est un facteur de transcription qui lie ’ADN via deux domaines a doigt de zinc. Il
est responsable de la différenciation de plusieurs types cellulaires, dont les cellules Th2 (Ho

et Pai, 2007).

En 2006, I’étude de Kouros-Mehr et al a permis d’identifier, dans la glande mammaire,
GATA-3 en tant que facteur de transcription essentiel au maintien et a la différenciation des
cellules épithéliales luminales, a partir des cellules souches du sein (Kouros-Mehr et al,
2006). Dans les carcinomes mammaires, GATA-3 est associé¢ au sous-type luminal A. Ce
dernier se caractérise par 1’expression des récepteurs oestrogéniques dans les cellules

tumorales et par un meilleur pronostic (Sorlie et al, 2001). En revanche, le défaut
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d’expression de GATA-3 s’observe dans les tumeurs de grande taille, hormonorésistantes,
de haut grade histologique, et chez les tumeurs accompagnées de métastases ganglionnaires
ou celles qui surexpriment HER-2, bref, les tumeurs de mauvais pronostic (Mehra et al,

2005)

Dans un modele de souris transgénique, Kouros-Mehr ef al ont confirmé la réduction des
niveaux de GATA-3 lors du développement des tumeurs mammaires et de la formation de
métastases. Les niveaux d’expression de GATA-3 sont également diminués dans les
cellules tumorales disséminées plutot que dans les cellules tumorales retrouvées au site
primitif, suggérant que la perte de GATA-3 pourrait faciliter la propagation des cellules
tumorales. Par contre, la seule perte de ce facteur de transcription semble insuffisante pour
expliquer la progression tumorale. Dans le carcinome avancé, 1’augmentation de GATA-3
induit la différenciation des cellules tumorales et empéche leur propagation. L’activation de
GATA-3 pourrait théoriquement étre bénéfique pour certains cancers. C’est pourquoi il y a

un intérét évident a identifier les régulateurs de GATA-3 (Kouros-Mehr et a/, 2008).



HYPOTHESES ET OBJECTIFS DE RECHERCHE

Les carcinomes mammaires qui ont un profil d'expression génique correspondant au
phénotype basal ont un trés mauvais pronostic. Les métastases demeurent la principale
cause de mortalité chez les personnes atteintes du cancer. Plusieurs étapes interviennent
lors de la cascade métastatique et chacune peut étre caractérisée a l'aide de marqueurs

spécifiques.

Notre hypothése de recherche est que le carcinome mammaire de phénotype basal posseéde
un plus mauvais pronostic que les autres sous-types génétiques, en raison d'une activation

des voies pro-métastatiques.

Les objectifs de cette étude sont :
= Identifier les carcinomes mammaires de phénotype basal selon les critéres de

Nielsen et al (2004).

= FEvaluer I’expression différentielle de différents marqueurs de la cascade
métastatique dans les cancers du sein canalaire de haut grade de phénotype

basal.

=  Comparer l'expression de ces marqueurs aux cancers du sein canalaires de bas
grade, de haut grade luminal A et HER-2 positifs, ainsi qu’aux cancers du sein

médullaires typiques.



MATERIEL ET METHODES

I. Sélection des patientes

I.1 Comité d’éthique

Cette ¢étude a recu I’approbation du directeur des services professionnels du Centre
Hospitalier de I’Université de Montréal (CHUM), et des comités d’évaluation scientifique
et d’éthique de la recherche du CHUM, selon les articles 19.1 et 19.2 de la Loi sur les

services de santé et les services sociaux sous la cote SL 05.019.

1.2 Sélection des tumeurs

Les archives du CHUM Hotel-Dieu ont permis de répertorier les patientes qui ont subi une
chirurgie pour un carcinome mammaire entre 2003 et 2008. Nous avons sélectionné les

tumeurs selon les critéres suivants :

= Le type histologique : canalaire et médullaire

» L'infiltration du stroma (exclusion des carcinomes in situ)

» Lataille de la tumeur (exclusion des biopsies)

» Le grade SBR-EE : 1/3 (bas grade) et 3/3 (haut grade)

= Le statut des récepteurs oestrogéniques (ER) et de progestérone (PR)

» Le statut de la surexpression de la protéine HER-2
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I1. Confection des micromatrices tissulaires

A Paide de I’appareil automatis¢ Beecher ATA-27 (Beecher Instruments, Sun Prairie, WI),
nous avons confectionné six micromatrices tissulaires, comprenant au total 213 tumeurs et
6 tissus témoins (sein, prostate, carcinome mammaire luminal B, amygdale, carcinome du
colon, peau, rein et placenta). Suite a la coloration HES des tissus, fixés dans de la
formaline tamponnée a 10% et enrobés en paraffine, des champs représentatifs ont été
sélectionnés au microscope. Nous avons prélevé trois carottes (cylindres) par zone d’intérét
(pathologique ou normale). Ce triplicata permet d’obtenir un échantillonnage adéquat et de
vérifier la concordance entre les prélevements. S’il y a perte d’une carotte, les autres
prélévements autorisent tout de méme [’analyse des résultats. Les carottes prélevées
mesurent 2mm x 1mm. Elles ont été déposées aléatoirement, selon un diagramme préétabli,
mais de fagon asymétrique dans un bloc receveur de paraffine. Les carottes manquantes ont
¢été insérées manuellement avec le Beecher MTA-1 (Beecher Instruments, Sun Prairie, WI).
Par la suite, des coupes séri¢es de 3um ont été réalisées de chacune de ces micromatrices
tissulaires, a l’aide du microtome Leica, pour permettre de réaliser les réactions

immunohistochimiques requises.

I11. Colorations immunohistochimiques

L’appareil Discovery XT (Ventana Medical Systems, Tucson, AZ) a permis d’effectuer la
coloration immunohistochimique automatisée sur les lames des six micromatrices
tissulaires. La description des marqueurs ciblés et des protocoles d’immunohistochimie
figurent aux tableaux II, III et IV. Ils permettent d’identifier les sous-types d’expression
génique (ER, PR, HER-2, CK5/6, EGFR, CKI14) ou de caractériser le potentiel

métastatique (Ki-67, p53, CD276, MMP-3, galectine-7, GATA-3, EGFR) des carcinomes
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mammaires. Les lames de micromatrices déparaffinées ont nécessité un prétraitement pour
le démasquage antigénique. Un tampon de pH 8, en plus de la chaleur, permettent
I’attachement des anticorps anti-ER, PR, HER-2, CK5/6, Ki-67, p53, CD276, MMP-3,
galectine-7 et GATA-3. Pour I’anticorps anti-CK 14, un prétraitement a la chaleur a pH 6
est nécessaire pour le démasquage de la protéine d’intérét. Une protéase est requise comme
prétraitement pour la réaction entre I’anticorps anti-EGFR et son antigéne. Les anticorps
primaires ont été incubés de 30 minutes a 2 heures. Par la suite, I’anticorps secondaire
appropri¢ (Ventana Medical Systems, Tucson, AZ et Jackson ImmunoReasearch
Laboratories, West Grove, PA) a ¢été appliqué de 20 a 40 minutes. L’attachement de
I’anticorps a son antigéne a été révélé a l'aide de la diaminobenzydine, de couleur marron
(DABMAP kit, Ventana Medical Systems, Tucson, AZ). Les témoins négatifs, sans 1’ajout
de I’anticorps primaire, ont été testés au préalable. Les coupes ont été contre-colorées a

I'hématoxyline.

IV. Quantification du marquage immunohistochimique

Les micromatrices tissulaires colorées par immunohistochimie ont ét¢ numérisées a 1’aide
de I’appareil NanoZoomer Digital Pathology (Hamamatsu Photonics, Bridgewater, NIJ).
Cette technique d'imagerie a permis d’évaluer de fagon semi-quantitative le pourcentage
des cellules tumorales marquées pour chacune des carottes, par microscopie virtuelle. Par la
suite, une moyenne de ce pourcentage pour les trois carottes d’une méme tumeur a permis
de quantifier le marquage pour chacune des tumeurs. Un résultat de moins de 10% de

cellules positives est considéré négatif.
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Pour comparer les carcinomes mammaires de phénotype basal avec les autres cancers du

sein (bas grade; haut grade luminal A, HER-2 et médullaire typique), nous avons utilisé le

test Mann-Whitney. La valeur p nous a permis de vérifier si la différence d’expression d’un

marqueur, entre deux types de cancers du sein, est statistiquement significative (p < 0.05).

Tableau I Marqueurs utilisés en immunohistochimie pour vérifier le

protéines associées au cancer du sein

statut des

Marqueurs | Fabricant | Clone Tissus Localisation
témoins cellulaire
ER VMS 6F11 Sein nucléaire
PR Dako PgR Sein nucléaire
636
HER-2 Dako - carcinome membranaire
mammaire
surexprimant
HER-2
CK5/6 Dako D5/16 prostate membranaire,
B4 cytoplasmique
CK14 Novocastra | NCL- peau membranaire,
LLO002 cytoplasmique
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Tableau II Marqueurs utilisés en immunohistochimie pour vérifier le potentiel

métastatique des carcinomes mammaires

Marqueurs | Fabricant | Clone Tissus Localisation
témoins cellulaire
Ki-67 VMS 30.9 amygdale nucléaire
p53 Novocastra - carcinome du nucléaire
colon
CD276 R&D - carcinome du | membranaire
(B7-H3) Systems colon
Galectine-7 R&D - peau cytoplasmique,
Systems nucléaire
GATA-3 Santa Cruz | HG3- sein nucléaire
31
EGFR Zymed - placenta membranaire,
cytoplasmique
MMP-3 Thermo - placenta cytoplasmique
Fisher
Scientific

Tableau IV  Protocoles d’immunohistochimie pour la révélation des protéines associées

au cancer du sein ou au potentiel métastatique

Anticorps Pré- Dilution Temps Anticorps | Dilution Temps
primaire | traitement d’incubation | secondaire d’incubation
Anti-ER sCCl1 prét a 60 min USA préta 32 min
I’emploi (VMS) I’emploi

Anti-PR sCCl1 1:50 60 min USA préta 32 min
(VMS) I’emploi

Anti- sCCl1 1:500 60 min USA préta 32 min
HER-2 (VMS) I’emploi
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Anticorps Pré- Dilution Temps Anticorps | Dilution Temps
primaire | traitement d’incubation | secondaire d’incubation
Anti- sCCl1 1:40 120 min USA préta 32 min
CK5/6 (VMS) I’emploi
Anti- sCC2 1:200 60 min USA préta 24 min
CK14 (VMS) I’emploi
Anti- sCCl1 prét a 32 min USA préta 20 min
Ki-67 I’emploi (VMS) I’emploi
Anti-p53 sCCl1 1:50 60 min USA prét a 32 min
(VMS) I’emploi
Anti- sCC1 1:100 60 min Anti- 1:100 40 min
CD276 chévre
(B7-H3) (Jackson)
Anti- sCC1 1:150 60 min Anti- 1:100 32 min
Galectine- chévre
7 (Jackson)
Anti- sCC1 1:50 60 min USA préta 32 min
GATA-3 (VMS) I’emploi
Anti- P1/4 prét a 60 min USA préta 32 min
EGFR I’emploi (VMS) I’emploi
Anti- sCC1 1:50 60 min USA préta 32 min
MMP-3 (VMS) I’emploi

sCCl1 : standard Cell Conditionning 1 (tampon de pH 8 combiné a de la chaleur)

sCC2 : standard Cell Conditionning 2 (tampon de pH 6 combiné a de la chaleur)

P1/4 : protéase 1 appliquée pendant 4 minutes

USA : Universal Secondary Antibody (anticorps secondaire universel)

VMS : Ventana Medical Systems

Jackson : Jackson ImmunoResearch Laboratories




RESULTATS

1. Définition des types de cancer du sein

Des 213 carcinomes mammaires invasifs, 155 ont été retenus. Les carcinomes triples
négatifs (ER-/PR-/HER-2-), médullaires atypiques, ainsi que les carottes non-
représentatives du néoplasme n’ont pas été inclus dans la présente étude. Les grades SBR-
EE ont été établis par les pathologistes du Centre Hospitalier de 1’Université de Montréal
(CHUM). Les 34 carcinomes de bas grade appartenaient tous au type histologique
canalaire. Pour ce qui est des 121 tumeurs de haut grade, elles ont été classées en plusieurs
catégories.

En fonction des données immunohistochimiques, 110 carcinomes canalaires ont été classés
selon leur profil d'expression protéique en sous-types. Les 34 tumeurs luminal A présentent
une expression des récepteurs oestrogéniques dans plus de 70% des cellules.

Les 33 carcinomes qui surexpriment la protéine HER-2 s'accompagnent parfois d’une
expression des récepteurs hormonaux. Classiquement, les tumeurs triple positives
(ER+/PR+/HER-2+) sont assimilées au sous-type luminal B, mais pour les fins de la
présente étude, nous n'avons pas souhaité subdiviser les carcinomes HER-2+ en fonction de
leur hormono-dépendance. Cela dit, pour se qualifier du statut HER-2+, nous avons retenu
seulement les tumeurs ayant plus de 70% de cellules affichant un marquage membranaire
complet, circonférentiel et de forte intensité (3+) (Figure 6, p.8).

Le carcinome de phénotype basal, présent chez 43 tumeurs, répond a la définition proposée
par Nielsen et al (2004): absence d'expression des récepteurs oestrogéniques (ER) et de la

protéine HER-2, mais réaction positive pour les marqueurs CK5/6 et/ou EGFR.
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Enfin, les carcinomes mammaires de haut grade médullaires typiques ont été diagnostiqués
par les pathologistes du CHUM selon les critéres généralement reconnus : statut triple
négatif (ER-/PR-/HER-2-), prolifération cellulaire de type syncitial, infiltrat
lymphoplasmocytaire et bords de la tumeur nets et arrondis. Seulement 11 cas répondaient
a cette définition, ce qui s'accorde avec la rareté de ces tumeurs (environ 2% des cancers

mammaires).

II. Les marqueurs du cancer du sein

Le cancer du sein de phénotype basal se définit présentement par 1'expression différentielle
caractéristique de certains marqueurs tumoraux. Cette ¢tude vise a vérifier I’expression des
marqueurs ER, PR, HER-2, CK5/6 et CK14 dans plusieurs carcinomes mammaires et
confirmer les traits caractéristiques du sous-type basal par rapport aux formes de
carcinomes canalaires, c’est-a-dire de bas grade et de haut grade luminal A, HER-2 positif
et médullaire typique. Pour mener a bien ce projet, six micromatrices tissulaires,
comprenant 213 tumeurs, ont été confectionnés. Une technique d'immunohistochimie a été
utilisée sur chacune des matrices en utilisant plusieurs marqueurs tumoraux. Une évaluation
semi-quantitative a permis de calculer le pourcentage de cellules tumorales positives pour
un épitope donné. Un marquage de moins de 10% des cellules est considéré négatif. Le
marquage est considéré modéré lorsque plus de 10%, mais moins de 70% des cellules
tumorales expriment le marqueur. Enfin, on considére la réaction forte si plus de 70% des

cellules tumorales affichent un marquage spécifique.
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I.1 Les récepteurs oestrogéniques (ER)

Les récepteurs oestrogéniques s'expriment de fagon caractéristique dans le noyau de la
cellule tumorale. Dans la glande mammaire normale, les récepteurs hormonaux se
retrouvent exclusivement dans les cellules épithéliales luminales (Figure 8A, p.35).

Le marquage des cellules tumorales se divise en 3 catégories : négatif (moins de 10% de
cellules tumorales positives), modéré (de 10% a moins de 70% de cellules tumorales
positives) et fort (70% ou plus de cellules tumorales positives) (Figure 10, p.37). Selon nos
criteres de sélection, nos résultats ont démontré que les carcinomes mammaires de
phénotype basal, tout comme les cancers médullaires typiques, n’expriment pas les
récepteurs oestrogéniques (Tableau VIII, p.45; Figure 18, p.47). En revanche, les
carcinomes de bas grade et de sous-type luminal A expriment fortement ce récepteur (90%
et 97% des carcinomes respectivement) (Tableaux V et VI, p.42 et 43; Figures 15 et 16,
p-46). 11 est a noter que le cancer du sein luminal A a été sélectionné en fonction de
I'expression des récepteurs oestrogéniques. Les carcinomes HER-2 positifs expriment
rarement les récepteurs hormonaux (79% des carcinomes), mais quelques tumeurs montrent
un marquage modéré (15% des carcinomes), voire intense (6% des carcinomes), ce qui

tranche avec les carcinomes de phénotype basal (Tableau VII, p.44; Figure 17, p.47).

1.2 Les récepteurs de progestérone (PR)

La localisation cellulaire des récepteurs de progestérone est également nucléaire. Ils se
retrouvent, eux-aussi, dans les cellules luminales épithéliales de la glande mammaire
(Figure 8B, p.35).

Tout comme les récepteurs oestrogéniques, le marquage des cellules tumorales peut étre

rangé en 3 catégories : négatif (moins de 10% de cellules tumorales positives), modéré (de
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10% a moins de 70% de cellules tumorales positives) et fort (70% ou plus de cellules
tumorales positives) (Figure 11, p.38). Les récepteurs de progestérone ne sont pas exprimés
dans les carcinomes mammaires de phénotype basal, ce qui est également le cas pour les
cancers médullaires typiques (100% des carcinomes) (Tableau VIII, p.45; Figure 18, p.47).
Cela n'a rien pour nous surprendre, cependant, car 1’absence d'expression des récepteurs
hormonaux est un des critéres du carcinome médullaire. Le marquage des récepteurs de
progestérone est trés variable dans les cancers de bas grade : négatif dans 32% des cas,
modéré dans 28% des cas et fort dans 40% des cas (Tableaux V, p.42; Figure 15, p.46). Le
marquage est similaire pour les cancers luminal A : négatif pour 38% des cas, modéré dans
41% des cas et fort dans 21% des cas (Tableaux VI, p.43; Figure 16, p.46). Ces cancers se
distinguent donc des carcinomes mammaires de phénotype basal par 1’expression du
récepteur de progestérone. Pour ce qui touche aux cancers avec surexpression de la protéine
HER-2, seulement 9% des carcinomes expriment moyennement le récepteur de
progestérone, alors que son expression fait complétement défaut dans 91% des carcinomes.
Cette différence est statistiquement significative entre les carcinomes HER-2+ et les
cancers du sein de phénotype basal (Tableau VII, p.44; Figure 17, p.47).
Dans notre étude, 1’absence des récepteurs de progestérone est une caractéristique des

carcinomes mammaires de phénotype basal.

1.3 La protéine HER-2

La protéine HER-2 n’est pas surexprimée dans le sein normal (Figure 9A, p.36). Les
carcinomes mammaires qui surexpriment HER-2 montrent un marquage membranaire

intense (3+) et circonférentiel dans au moins 30% des cellules tumorales (Figure 12, p.39).
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D'aprés nos critéres de sélection, les carcinomes de phénotype basal, tout comme les
carcinomes médullaires typiques et luminal A, ne surexpriment pas HER-2 (100% des
carcinomes) (Tableaux VIII et VI p.45 et 43; Figures 18 et 16, p.47 et 46). Les cancers de
bas grade n’expriment pas ce récepteur (100% des carcinomes) (Tableaux V, p.42; Figures
15, p.46). La protéine HER-2 n’est surexprimée que dans le sous-type HER-2+ (100% des
carcinomes). A nouveau, il y a une différence statistiquement significative entre les sous-

types HER-2 et phénotype basal (Tableau VII, p.44; Figure 17, p.47).

1.4 Les cytokératines 5 et 6 (CKS5/6)

Le marquage pour les protéines cytokératines 5 et 6 se retrouve a la fois dans le cytoplasme
et dans la membrane plasmique. Le sein normal exprime ces cytokératines de masse
moléculaire ¢levée uniquement dans I'assise basale (Figure 9B, p.36).

Le marquage des cellules tumorales se range en 3 catégories : négatif (moins de 10% de
cellules tumorales positives), modéré (de 10% a moins de 70% de cellules tumorales
positives) et fort (70% ou plus de cellules tumorales positives) (Figure 13, p.40). Les
critéres généralement admis des tumeurs de phénotype basal comprennent 1’expression des
CK5/6 et/ou d’EGFR. Notre étude indique une expression variable de ces cytokératines
dans les carcinomes mammaires de phénotype basal : négatif dans 16% des cas, modéré
dans 56% des cas et fort pour 28% des cas. Les cancers médullaires typiques montrent un
marquage variable, mais le plus souvent négatif : négatif pour 64% des cas, modéré pour
27% des cas et fort pour 9% des cas. Cette différence d’expression est statistiquement
significative entre ces deux cancers du sein (Tableau VIII, p.45; Figure 18, p.47). Les
autres types de carcinomes mammaires n'expriment pas les cytokératines de type basal

CKS5/6. Seulement 7% des carcinomes de bas grade affichent un marquage modéré pour ces
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protéines, tandis que 93% de ces cancers ne l'exprime pas du tout (Tableaux V, p.42;
Figures 15, p.46). Tous les carcinomes luminal A montrent un défaut d'expression des
CK5/6 (100% des carcinomes) (Tableaux VI, p.43; Figures 16, p.46). De plus, 91% des
carcinomes HER-2 positifs n'expriment pas les cytokératines basale et seulement 9%
d'entre-elles I'expriment. (Tableau VII, p.44; Figure 17, p.47).

Nos travaux confirment que les marqueurs CK5/6 sont étroitement liés au sous-type

phénotype basal.

I.5 La cytokératine 14 (CK14)

La cytokératine 14 est également exprimée a la membrane et dans le cytoplasme des
cellules. Elle se retrouve essentiellement dans les cellules épithéliales basales de la glande
mammaire (Figure 9C, p.36).

Les 3 catégories du marquage des cellules tumorales (négatif, modéré et fort) sont les
mémes que pour les CK5/6 (Figure 14, p.41). L’expression de la CK 14 est variable dans les
cellules tumorales de phénotype basal : négative dans 56% des cas, modérée dans 30% des
cas et forte dans 14% des cas. Par contre, pour tous les autres types de cancers du sein, cette
protéine fait complétement défaut. Les cancers médullaires typiques n’expriment que
modérément la CK14 dans 10% des cas et demeurent négatifs dans tous les autres cas
(Tableau VIII, p.45; Figure 18, p.47). Seulement 8% des carcinomes mammaires de bas
grade montrent un marquage modéré, tous les autres (92%) sont négatifs pour la CK14
(Tableaux V, p.42; Figures 15, p.46). Pour ce qui est du cancer du sein luminal A, aucune
des tumeurs n'exprime ce marqueur (100% des carcinomes) (Tableaux VI, p.43; Figures 16,
p.46). 97% des cancers du sein comportant une surexpression de HER-2 ont un marquage

négatif pour la CK14 et un seul cas sur 33 I’exprime de fagon modéré (Tableau VII, p.44;
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Figure 17, p.47). Pris dans leur ensemble, la plupart des cancers du sein sont négatifs pour
I'expression de la CK 14, sauf les carcinomes mammaires de phénotype basal.

En somme, tout comme les protéines CK5/6, la CK14 est associée au cancer du sein de

phénotype basal.

Figure 8. Expression des marqueurs du cancer du sein dans le sein normal : (A) récepteurs
oestrogéniques (ER); (B) récepteurs de progestérone (PR). (grossissement original x 100

(gauche) suivi d’un grossissement original x 400 (droite)).
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Figure 9. Expression des marqueurs du cancer du sein dans le sein normal :
(A) absence de la protéine HER-2; (B) cytokératines 5 et 6 (CK5/6)

; (C) cytokératine 14

(CK14). (grossissement original x 100 (gauche) suivi d’un grossissement original x 400

(droite)).
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Figure 10. Marquage nucléaire des récepteurs oestrogéniques (ER) a différents niveaux
dans le carcinome mammaire de haut grade: (A) négatif : moins de 10% de cellules
positives; (B) modéré : de 10% a 70% de cellules positives; (C) fort: plus de 70% de

cellules positives. (grossissement original x 200).
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Figure 11. Marquage nucléaire des récepteurs de progestérone (PR) a différents niveaux

dans le carcinome mammaire de haut grade: (A) négatif : moins de 10% de cellules

positives; (B) modéré : de 10% a 70% de cellules positives; (C) fort: plus de 70% de

cellules positives. (grossissement original x 200).
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Figure 12. Marquage membranaire de HER-2 a différents niveaux dans le carcinome

mammaire de haut grade : (A) négatif : moins de 10% de cellules positives; (B) modéré : de

10% a 70% de cellules positives; (C) fort: plus de 70% de cellules positives.

(grossissement original x 200).
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Figure 13. Marquage membranaire et cytoplasmique de CK5/6 a différents niveaux dans le
carcinome mammaire de haut grade : (A) négatif: moins de 10% de cellules positives;
(B) modéré : de 10% a 70% de cellules positives; (C) fort: plus de 70% de cellules

positives. (grossissement original x 200).
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Figure 14. Marquage membranaire et cytoplasmique de CK14 a différents niveaux dans le
carcinome mammaire de haut grade : (A) négatif: moins de 10% de cellules positives;
(B) modéré : de 10% a 70% de cellules positives; (C) fort: plus de 70% de cellules

positives. (grossissement original x 200).
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Tableau V. Comparaison des carcinomes mammaires de haut grade de phénotype basal
et de bas grade pour le pourcentage de cellules tumorales positives pour les différents

marqueurs du cancer du sein

Marqueurs Pourcentage n Phénotype basal n Bas grade valeur p
de cellules n (%) n (%)
positives
ER 43 30 < 0,001
<10 43 (100) 0 (0)
10-70 0 (0) 3 (10)
>70 0 (0) 27 (90)
PR 43 25 < 0,001
<10 43 (100) 8 (32)
10-70 0 (0) 7 (28)
>70 0 (0) 10 (40)
HER-2 43 27 1
<10 43 (100) 27 (100)
10-70 0 (0) 0 (0)
>70 0 (0) 0 (0)
CK5/6 43 27 < 0,001
<10 7 (16) 25 (93)
10-70 24 (56) 2 (7)
>70 12 (28) 0 (0)
CK14 43 25 < 0,001
<10 24 (56) 23 (92)
10-70 13 (30) 2 (8)
>70 6 (14) 0 (0)

p < 0.05 est statistiquement significatif
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Tableau VI Comparaison des carcinomes mammaires de phénotype basal et luminal A
pour le pourcentage de cellules tumorales positives pour les différents
marqueurs du cancer du sein

Marqueurs Pourcentage n Phénotype basal n Luminal A valeur p
de cellules n (%) n (%)
positives
ER 43 34 < 0,001
<10 43 (100) 0 (0)
10-70 (0) 1 (3)
>70 0 (0) 33 (97)
PR 43 34 < 0,001
<10 43 (100) 13 (38)
10-70 (0) 14 (41)
>70 0 (0) 7 (21)
HER-2 43 34 1,000
<10 43 (100) 34 (100)
10-70 0 (0) 0 (0)
>70 0 (0) 0 (0)
CK5/6 43 34 < 0,001
<10 7 (16) 34 (100)
10-70 24 (56) 0 (0)
>70 12 (28) 0 (0)
CK14 43 34 < 0,001
<10 24 (56) 34 (100)
10-70 13 (30) 0 (0)
>70 6 (14) 0 (0)

p < 0.05 est statistiquement significatif
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Tableau VII Comparaison des carcinomes mammaires de phénotype basal et
surexprimant HER-2 pour le pourcentage de cellules tumorales positives

pour les différents marqueurs du cancer du sein

Marqueurs Pourcentage n Phénotype basal n HER-2 valeur p
de cellules n (%) n (%)
positives
ER 43 33 < 0,001
<10 43 (100) 26 (79)
10-70 0 (0) 5 (15)
>70 0 (0) 2 (6)
PR 43 33 0,004
<10 43 (100) 30 (91)
10-70 0 (0) 3(9)
>70 0 (0) 0 (0)
HER-2 43 33 < 0,001
<10 43 (100) 0 (0)
10-70 0 (0) 0 (0)
>70 0 (0) 33 (100)
CK5/6 43 33 < 0,001
<10 7 (16) 30 (91)
10-70 24 (56) 3(9)
>70 12 (28) 0 (0)
CK14 43 33 < 0,001
<10 24 (56) 32 (97)
10-70 13 (30) 1 (3)
>70 6 (14) 0 (0)

p < 0.05 est statistiquement significatif
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Tableau VIII Comparaison des carcinomes mammaires canalaires de phénotype basal et
médullaires typiques pour le pourcentage de cellules tumorales positives

pour les différents marqueurs du cancer du sein

Marqueurs Pourcentage n Phénotype basal n Médullaire typique valeur p
de cellules n (%) n (%)
positives
ER 43 11 0,613
<10 43 (100) 11 (100)
10-70 0 (0) 0 (0)
>70 0 (0) 0 (0)
PR 43 11 1,000
<10 43 (100) 11 (100)
10-70 0 (0) 0 (0)
>70 0 (0) 0 (0)
HER-2 43 11 0,983
<10 43 (100) 11 (100)
10-70 0 (0) 0 (0)
>70 0 (0) 0 (0)
CK5/6 43 11 0,001
<10 7 (16) 7 (64)
10-70 24 (56) 3 (27)
>70 12 (28) 1(9)
CK14 43 10 0,040
<10 24 (56) 9 (90)
10-70 13 (30) 1(10)
>70 6 (14) 0 (0)

p < 0.05 est statistiquement significatif
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Figure 15. Moyenne du pourcentage de cellules tumorales positives pour les différents
marqueurs du cancer du sein pour les carcinomes mammaires de haut grade de phénotype

basal et de bas grade. Valeur + I’erreur standard de la moyenne.
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Figure 16. Moyenne du pourcentage de cellules tumorales positives pour les différents
marqueurs du cancer du sein pour les carcinomes mammaires de phénotype basal et

luminal A. Valeur + I’erreur standard de la moyenne.
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Figure 17. Moyenne du pourcentage de cellules tumorales positives pour les différents
marqueurs du cancer du sein pour les carcinomes mammaires de phénotype basal et

surexprimant HER-2. Valeur + I’erreur standard de la moyenne.
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Figure 18. Moyenne du pourcentage de cellules tumorales positives pour les différents
marqueurs du cancer du sein pour les carcinomes mammaires canalaires de phénotype basal

et médullaires typiques. Valeur + I’erreur standard de la moyenne.
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I1. Les marqueurs du potentiel métastatique

Les étapes de la cascade métastatique peuvent étre caractérisées a l'aide de marqueurs. Ce
projet de recherche vise a caractériser le potentiel métastatique du cancer du sein de
phénotype basal a I’aide de ces marqueurs. Pour ce faire, ce sous-type d’expression génique
distinct a été comparé aux carcinomes canalaires de bas grade, de haut grade luminal A,
HER-2 positifs et médullaires typiques, en fonction de 1’expression différentielle des
marqueurs Ki-67, p53, CD276, galectine-7, GATA-3, EGFR et MMP-3. Tout comme pour
les marqueurs du cancer du sein, six micromatrices tissulaires, comprenant 213 tumeurs,
ont été confectionnés. L'expression des marqueurs a été vérifiée sur chacune des
micromatrices tissulaires grace a une réaction immunohistochimique. Une évaluation semi-
quantitative du marquage a permis de calculer le pourcentage de cellules tumorales
positives pour un antigéne donné. Un marquage inférieur a 10% des cellules est considéré
négatif. Lorsque 10% a 70% des cellules expriment la protéine, le marquage est considéré
modéré. Enfin, si 70% des cellules ou plus sont marquées, 1’expression de ce marqueur est

dite forte.

I1.1 Ki-67

La protéine Ki-67 s'exprime lors de la prolifération cellulaire et se retrouve sélectivement
dans le noyau. Elle est trés peu exprimée dans les cellules épithéliales du sein normal
(Figure 19A, p.56).

Le marquage des cellules tumorales se divise en 3 catégories : négatif (moins de 10% de
cellules tumorales positives), modéré (de 10% a moins de 70% de cellules tumorales
positives) et fort (70% ou plus de cellules tumorales positives) (Figure 22, p.59). La

protéine Ki-67 est exprimée modérément dans 65% et fortement dans 35% des carcinomes
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mammaires de phénotype basal. Dans les cancers de bas grade, 31% des carcinomes sont
négatifs pour ce marqueur et 69% I’exprime de fagcon modérée. La différence de marquage
entre les carcinomes de base grade et les cancers du sein de phénotype basal est
statistiquement significative (Tableau IX, p.66; Figure 29, p.70). L expression de Ki-67,
dans le sous-type luminal A, est le plus souvent modérée : négatif pour 9% des cas, modéré
pour 82% des cas et fort pour 9% des cas. Il y a aussi une différence statistiquement
significative entre le cancer luminal A et les cancers de phénotype basal pour ce marquage
(Tableau XI, p.67; Figure 31, p.71). L’expression de cette protéine dans le sous-type HER-
2 est plus fréquemment modérée : modérée pour 81% des cas et forte pour 19% des cas.
Comparé aux carcinomes mammaires de phénotype basal, cette différence des niveaux
d'expression est statistiquement significative (Tableau XIII, p.68; Figure 33, p.72). Pour les
cancers médullaires typiques, le marqueur Ki-67 est exprimé modérément dans 45% et
fortement dans 55% des tumeurs. La différence d’expression par rapport au phénotype
basal est aussi statistiquement significative (Tableau XV, p.69; Figure 35, p.73).

Ainsi, nos travaux indiquent que la protéine Ki-67 est associée aux carcinomes mammaires

de phénotype basal, mais plus spécifiquement au type histologique médullaire typique.

I1.2 p53

L’accumulation de la protéine p53, dans le noyau de la cellule, s'observe lors d’une
mutation inactivatrice. La glande mammaire n’exprime pas constitutivement cette protéine
mutée (Figure 19B, p.56).

Les 3 catégories du marquage des cellules tumorales (négatif, modéré et fort) sont les
mémes que pour Ki-67 (Figure 23, p.60). Au sein du sous-type phénotype basal, le

marquage de p53 est soit négatif (51% des cas) ou fortement positif (47% des cas),
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seulement 2% des carcinomes (1 cas sur 43) exprime ce marqueur modérément. Les
cancers de bas grade montrent principalement une absence de p53 : négatif pour 79% des
cas, modéré pour 17% des cas et fort pour 4% des cas (1 cas sur 29). Le marqueur p53 est
donc plus souvent exprimé dans les cancers de phénotype basal que dans les cancers de bas
grade. Cette différence est statistiquement significative (Tableau IX, p.66; Figure 29, p.70).
L’expression de ce marqueur est €galement presqu’exclusivement négative dans les
carcinomes mammaires luminal A : négatif pour 88% des cas, modéré pour 6% des cas et
fort pour 6% des cas. Par contre, la différence de marquage avec les carcinomes de
phénotype basal n’est pas statistiquement significative (Tableau XI, p.67; Figure 31, p.71).
Le sous-type HER-2 démontre un marquage variable : négatif pour 61% des cas, modéré
pour 15% des cas et fort pour 24% des cas. L’expression de p53 n’est pas statistiquement
significative lorsque comparée au sous-type phénotype basal (Tableau XIII, p.68; Figure
33, p.72). Le cancer médullaire typique est semblable au phénotype basal quant a
I’expression de p53. Cette protéine est soit absente (36% des cas) ou fortement exprimée
(55%), seulement 9% des carcinomes (1 cas sur 11) a un marquage modéré (Tableau XV,
p.69; Figure 35, p.73).

Le marqueur p53, dans la présente étude, n'est donc pas un marqueur spécifique ou

caractéristique du cancer du sein de phénotype basal.

I1.3 CD276
La localisation cellulaire de CD276 est cytoplasmique et membranaire. Par contre, dans
cette étude, seulement la protéine membranaire, avec une intensité de 2 ou 3, a été

quantifiée. Cette méthode peut étre comparée a celle qui a permis de quantifier HER-2
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(Figure 6, p.8). Les cellules épithéliales du sein normal ne possedent que peu de cette
protéine membranaire (Figure 19C, p.56).
Le marquage des cellules tumorales est toujours divisé en 3 catégories, c’est-a-dire négatif,
modéré et fort (Figure 24, p.61). L’expression de CD276 est trés variable au sein du sous-
type phénotype basal : négatif pour 28% des cas, modéré pour 41% des cas et fort pour
31% des cas. En comparaison avec le cancer de bas grade, la différence est statistiquement
significative puisque la protéine CD276 est principalement absente dans ces carcinomes
(85% des cas) et seulement 15% des cas ont une expression modérée (Tableau IX, p.66;
Figure 29, p.70). Le cancer du sein luminal A possede une expression variable de CD276,
mais le plus souvent négative : négatif pour 66% des cas, modéré pour 22% des cas et fort
pour 12% des cas. Cette différence distingue ce sous-type du cancer de phénotype basal
(Tableau XI, p.67; Figure 31, p.71). Les carcinomes mammaires HER-2 positifs sont
similaires au phénotype basal : négatif pour 29% des cas, modéré pour 48% des cas et fort
pour 23% des cas (Tableau XIII, p.68; Figure 33, p.72). Par contre, le cancer médullaire
typique exprime CD276 soit négativement (45%) ou modérément (45%), mais trés peu de
carcinomes montrent un fort marquage (10% ou 1 cas sur 11). En comparaison avec le
cancer de phénotype basal, cette différence d’expression n’est pas statistiquement
significative (Tableau XV, p.69; Figure 35, p.73).
La protéine membranaire CD276 est associée aux carcinomes mammaires de phénotype

basal, mais également au sous-type HER-2.
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I1.4 Galectine-7

La galectine-7 est observée dans le noyau et le cytoplasme des cellules. Au sein de la
glande mammaire, elle est exclusivement exprimée par les cellules épithéliales basales
(Figure 20A, p.57).

Le marquage des cellules tumorales se divise en 3 catégories : négatif (moins de 10% de
cellules tumorales positives), modéré (de 10% a moins de 70% de cellules tumorales
positives) et fort (70% ou plus de cellules tumorales positives) (Figure 25, p.62). La
galectine-7 est exprimée a différents niveaux dans le cancer du sein de phénotype basal :
51% des cas sont négatifs, I’expression est modérée pour 34% des cas et forte pour 15%
des cas. Les carcinomes mammaires de bas grade, ainsi que de haut grade luminal A, ne
posseédent pas de marquage pour cette protéine (100% des carcinomes) (Tableaux IX et XI,
p.66 et 67; Figures 29 et 31, p.70 et 71). Les cancers du sein HER-2 positifs ont une
expression principalement négative de la galectine-7 (83% des carcinomes), tandis que 13%
des carcinomes I’expriment modérément et qu’un seul cas posséde un fort marquage. Le
marquage de la galectine-7 différe entre le sous-type HER-2 et le sous-type phénotype
basal et cette différence est statistiquement significative (Tableau XIII, p.68; Figure 33,
p.72). De plus, le cancer médullaire typique n’a aucun marquage de cette protéine (91% des
carcinomes) si ce n’est qu’un seul cas sur 11 ’exprime de fagon modérée, ce qui tranche
avec les carcinomes de phénotype basal (Tableau XV, p.69; Figure 35, p.73).

L’association de la galectine-7 au cancer du sein de phénotype basal est démontrée dans

notre étude.
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IL.5S GATA-3

Le facteur de transcription GATA-3 posséde une localisation nucléaire dans la cellule. La
couche luminale du sein normal exprime cette protéine (Figure 20B, p.57).

Les 3 catégories du marquage des cellules tumorales (négatif, modéré et fort) sont les
mémes que pour la galectine-7 (Figure 26, p.63). Les carcinomes mammaires de phénotype
basal n’expriment pas la protéine GATA-3 (98%), si ce n’est que d’un seul cas. En
contraste, les cancers du sein de bas grade montrent un marquage pour GATA-3 soit
modéré (43% des carcinomes) ou fort (54% des carcinomes) (Tableau IX, p.66; Figure 29,
p.70). Le sous-type luminal A exprime similairement ce marqueur : 1’expression est
négative pour 15% des cas, modérée pour 59% des cas et forte pour 26% des cas. Ceci
inclut une différence statistiquement significative pour I’expression de GATA-3 entre les
sous-types luminal A et de phénotype basal (Tableau XI, p.67; Figure 31, p.71). Le
marquage des carcinomes mammaires HER-2 positifs est départagé entre I’absence de la
protéine (64% des carcinomes) et une expression modérée (33% des carcinomes), tandis
qu’'un seul cas posséde un fort marquage de GATA-3. Cette différence d’expression
distingue ce sous-type du cancer de phénotype basal (Tableau XIII, p.68; Figure 33, p.72).
Les carcinomes mammaires médullaire typique ne posséde pas de marquage pour GATA-3
(100% des carcinomes), ce qui est similaire au sous-type phénotype basal (Tableau XV,
p.69; Figure 35, p.73).

Selon cette étude, il y a une association entre 1’absence du facteur de transcription GATA-3
et les carcinomes mammaires de phénotype basal, tout comme le type histologique

médullaire typique.
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I1.6 EGFR

Le récepteur tyrosine kinase EGFR se retrouve dans le cytoplasme et a la membrane
cellulaire. Cette protéine est exprimée dans 1’assise basale de la glande mammaire (Figure
20C, p.57).

Le marquage des cellules tumorales est toujours divisé en 3 catégories, c’est-a-dire négatif,
modéré et fort (Figure 27, p.64). Selon nos critéres de sélection, le cancer de phénotype
basal comprend I’expression des CK5/6 et/ou d’EGFR. Dans la présente étude, le sous-type
phénotype basal posséde un marquage variable de ce récepteur : négatif pour 19% des cas,
modéré pour 53% des cas et fort pour 28% des cas. Par comparaison, les carcinomes
mammaires de bas grade et de haut grade luminal A montrent un défaut d’expression de
cette protéine (100% des carcinomes) (Tableaux IX et XI, p.66 et 67; Figures 29 et 31, p.70
et 71). Le marquage est le plus souvent négatif pour le sous-type HER-2 (66% des
carcinomes), bien que 12% des carcinomes ont un marquage modéré et que 22% des
carcinomes ’expriment fortement. En comparant ce sous-type au phénotype basal, cette
différence d’expression est statistiquement significative (Tableau XIII, p.68; Figure 33,
p.72). Tout comme le cancer de phénotype basal, le cancer médullaire typique posséde une
expression variable d’EGFR : négative pour 36% des cas, modérée pour 46% des cas et
forte pour 18% des cas (Tableau XV, p.69; Figure 35, p.73).

Nos travaux confirment que le marqueur EGFR est étroitement lié au sous-type phénotype

basal et qu’il peut également étre associé aux carcinomes médullaires typiques.
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I1.7 Métalloprotéase de la matrice 3 (MMP-3)

La protéine responsable de la dégradation de la matrice extracellulaire, MMP-3, est
présente dans le cytoplasme de la cellule. Dans le sein normal, cette protéine se retrouve
dans les cellules épithéliales, sans distinction (Figure 21, p.58).

Cette métalloprotéase étant exprimée par toutes les cellules tumorales, la quantification a
¢été basée sur I’intensité du marquage de cette protéine : faible (0 a 1), modérée (plusde 1 a
2) et forte (plus de 2 a 3) (Figure 28, p.65). Dans le cancer de phénotype basal, 1’expression
de cette protéine est le plus souvent d’intensité modérée (64% des carcinomes) et forte
(29% des carcinomes), tandis que seulement 7% des carcinomes ont un marquage d’une
faible intensité. C’est également le cas pour les carcinomes de bas grade : intensité faible
dans 12% des cas, modérée dans 53% des cas et forte dans 35% des cas (Tableau X, p.66;
Figure 30, p.70). Les cancers du sein luminal A possedent une plus grande variabilité pour
I’intensité de ce marqueur : faible dans 27% des cas, modérée dans 46% des cas et forte
dans 27% des cas (Tableau XII, p.67; Figure 32, p.71). L’expression de la MMP-3 pour le
sous-type HER-2 est principalement d’intensit¢é modérée (79% des carcinomes), bien
qu’elle est faible dans 14% des carcinomes et qu’un seul cas posséde une forte intensité.
Ces différences d’intensité de marquage n’est pas statistiquement significative lorsque
comparées au sous-type phénotype basal (Tableau XIV, p.68; Figure 34, p.72). Pour ce qui
est du type histologique médullaire typique, 27% des carcinomes ont une intensité modérée
et 73% des carcinomes ont une forte intensité pour MMP-3, ce qui tranche avec le cancer
de phénotype basal (Tableau XVI, p.69; Figure 36, p.73).

L’intensité du marquage de la MMP-3 n’est pas associée aux carcinomes mammaires de

phénotype basal, selon cette étude.
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Figure 19. Expression des marqueurs du potentiel métastatique dans le sein normal : (A)
Ki-67; (B) absence de p53 muté; (C) CD276. (grossissement original x 100 (gauche) suivi

d’un grossissement original x 400 (droite)).
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Figure 20. Expression des marqueurs du potentiel métastatique dans le sein normal : (A)
Galectine-7; (B) GATA-3; (C) EGFR. (grossissement original x 100 (gauche) suivi d’un

grossissement original x 400 (droite)).



58

Figure 21. Expression des marqueurs du potentiel métastatique dans le sein normal :
Métalloprotéase 3 (MMP-3). (grossissement original x 100 (gauche) suivi d’un

grossissement original x 400 (droite)).
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Figure 22. Marquage nucléaire de Ki-67 a différents niveaux dans le carcinome mammaire
de haut grade : (A) négatif : moins de 10% de cellules positives; (B) modéré : de 10% a
70% de cellules positives; (C) fort: plus de 70% de cellules positives. (grossissement

original x 200).
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Figure 23. Marquage nucléaire de p53 a différents niveaux dans le carcinome mammaire
de haut grade : (A) négatif : moins de 10% de cellules positives; (B) modéré : de 10% a
70% de cellules positives; (C) fort: plus de 70% de cellules positives. (grossissement

original x 200).
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Figure 24. Marquage membranaire de CD276 a différents niveaux dans le carcinome
mammaire de haut grade : (A) négatif : moins de 10% de cellules positives; (B) modéré : de
10% a 70% de cellules positives; (C) fort: plus de 70% de cellules positives.

(grossissement original x 200).
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Figure 25. Marquage cytoplasmique et nucléaire de la galectine-7 a différents niveaux dans
le carcinome mammaire de haut grade : (A) négatif : moins de 10% de cellules positives;
(B) modéré : de 10% a 70% de cellules positives; (C) fort: plus de 70% de cellules

positives. (grossissement original x 200).
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Figure 26. Marquage nucléaire de GATA-3 a différents niveaux dans le carcinome
mammaire de haut grade: (A) négatif: moins de 10% de cellules positives;
(B) modéré : de 10% a 70% de cellules positives; (C) fort: plus de 70% de cellules

positives. (grossissement original x 200).
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Figure 27. Marquage membranaire et cytoplasmique d’EGFR a différents niveaux dans le

carcinome mammaire de haut grade : (A) négatif: moins de 10% de cellules positives;

(B) modéré : de 10% a 70% de cellules positives; (C) fort: plus de 70% de cellules

positives. (grossissement original x 200).
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Figure 28. Marquage cytoplasmique de MMP-3 a différents niveaux dans le carcinome
mammaire de haut grade : (A) faible : intensité de 0 a 1; (B) modéré : intensité de 1 a 2; (C)

fort : intensité de 2 a 3. (grossissement original x 200).
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Tableau IX Comparaison des carcinomes mammaires de haut grade de phénotype basal
et de bas grade pour le pourcentage de cellules tumorales positives pour les

différents marqueurs du potentiel métastatique

Marqueurs Pourcentage n Phénotype basal n Bas grade valeur p
de cellules n (%) n (%)
positives
Ki-67 43 29 < 0,001
<10 0 (0) 9 (31)
10-70 28 (65) 20 (69)
>70 15 (35) 0 (0)
p53 43 29 0,041
<10 22 (51) 23 (79)
10-70 1(2) 5(17)
>70 20 (47) 1 (4)
CD276 39 27 < 0,001
<10 11 (28) 23 (85)
10-70 16 (41) 4 (15)
>70 12 (31) 0 (0)
Galectine-7 41 34 < 0,001
<10 21 (51) 34 (100)
10-70 14 (34) 0 (0)
>70 6 (15) 0 (0)
GATA-3 41 28 < 0,001
<10 40 (98) 1 (3)
10-70 1(2) 12 (43)
>70 0 (0) 15 (54)
EGFR 43 27 < 0,001
<10 8 (19) 27 (100)
10-70 23 (53)
>70 12 (28) 0 (0)

p < 0.05 est statistiquement significatif

Tableau X  Comparaison des carcinomes mammaires de haut grade de phénotype basal
et de bas grade pour I’intensit¢ des cellules tumorales positives pour le

marqueur du potentiel métastatique MMP-3

Marqueur Intensité n Phénotype basal n Bas grade valeur p
des cellules n (%) n (%)
positives
MMP-3 41 17 0,552
0-1 3 (7) 2 (12)
1-2 26 (64) 9 (53)
2-3 12 (29) 6 (35)

p < 0.05 est statistiquement significatif
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Tableau XI Comparaison des carcinomes mammaires de phénotype basal et luminal A
pour le pourcentage de cellules tumorales positives pour les différents

marqueurs du potentiel métastatique

Marqueurs Pourcentage n Phénotype basal n Luminal A valeur p
de cellules n (%) n (%)
positives
Ki-67 43 34 < 0,001
<10 0 (0) 3(9)
10-70 28 (65) 28 (82)
>70 15 (35) 3 (9)
p53 43 34 0,105
<10 22 (51) 30 (88)
10-70 1(2) 2 (6)
>70 20 (47) 2 (6)
CD276 39 32 0,003
<10 11 (28) 21 (66)
10-70 16 (41) 7 (22)
>70 12 (31) 4 (12)
Galectine-7 41 34 < 0,001
<10 21 (51) 34 (100)
10-70 14 (34) 0 (0)
>70 6 (15) 0 (0)
GATA-3 41 34 < 0,001
<10 40 (98) 5 (15)
10-70 1(2) 20 (59)
>70 0 (0) 9 (26)
EGFR 43 34 < 0,001
<10 8 (19) 34 (100)
10-70 23 (53) 0 (0)
>70 12 (28) 0 (0)

p < 0.05 est statistiquement significatif

Tableau XII Comparaison des carcinomes mammaires de phénotype basal et luminal A
pour D’intensité des cellules tumorales positives pour le marqueur du

potentiel métastatique MMP-3

Marqueur Intensité n Phénotype basal n Luminal A valeur p
des cellules n (%) n (%)
positives
MMP-3 41 15 0,103
0-1 3 (7) 4 (27)
1-2 26 (64) 7 (46)
2-3 12 (29) 4 (27)

p < 0.05 est statistiquement significatif
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Tableau XIII Comparaison des carcinomes mammaires de phénotype basal et
surexprimant HER-2 pour le pourcentage de cellules tumorales positives

pour les différents marqueurs du potentiel métastatique

Marqueurs Pourcentage n Phénotype basal n HER-2 valeur p
de cellules n (%) n (%)
positives
Ki-67 43 32 0,052
<10 0 (0) 0 (0)
10-70 28 (65) 26 (81)
>70 15 (35) 6 (19)
p53 43 33 0,446
<10 22 (51) 20 (61)
10-70 1(2) 5 (15)
>70 20 (47) 8 (24)
CD276 39 31 0,762
<10 11 (28) 9 (29)
10-70 16 (41) 15 (48)
>70 12 (31) 7 (23)
Galectine-7 41 30 0,003
<10 21 (51) 25 (83)
10-70 14 (34) 4 (13)
>70 6 (15) 1(3)
GATA-3 41 33 < 0,001
<10 40 (98) 21 (64)
10-70 1(2) 11 (33)
>70 0 (0) 1(3)
EGFR 43 32 < 0,001
<10 8 (19) 21 (66)
10-70 23 (53) 4 (12)
>70 12 (28) 7 (22)

p < 0.05 est statistiquement significatif

Tableau XIV Comparaison des carcinomes mammaires de phénotype basal et
surexprimant HER-2 pour I’intensité des cellules tumorales positives pour le

marqueur du potentiel métastatique MMP-3

Marqueur Intensité n Phénotype basal n HER-2 valeur p
des cellules n (%) n (%)
positives
MMP-3 41 14 0,235
0-1 3 (7) 2 (14)
1-2 26 (64) 11 (79)
2-3 12 (29) 1(7)

p < 0.05 est statistiquement significatif
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Tableau XV Comparaison des carcinomes mammaires canalaires de phénotype basal et
médullaires typiques pour le pourcentage de cellules tumorales positives

pour les différents marqueurs du potentiel métastatique

Marqueurs Pourcentage n Phénotype basal n Médullaire typique valeur p
de cellules n (%) n (%)
positives
Ki-67 43 11 0,087
<10 0 (0) 0 (0)
10-70 28 (65) 5 (45)
>70 15 (35) 6 (55)
p53 43 11 0,473
<10 22 (51) 4 (36)
10-70 1(2) 1(9)
>70 20 (47) 6 (55)
CD276 39 11 0,227
<10 11 (28) 5 (45)
10-70 16 (41) 5 (45)
>70 12 (31) 1 (10)
Galectine-7 41 11 0,036
<10 21 (51) 10 (91)
10-70 14 (34) 1(9)
>70 6 (15) 0 (0)
GATA-3 41 11 0,460
<10 40 (98) 11 (100)
10-70 1(2) 0 (0)
>70 0 (0) 0 (0)
EGFR 43 11 0,255
<10 8 (19) 4 (36)
10-70 23 (53) 5 (46)
>70 12 (28) 2 (18)

p < 0.05 est statistiquement significatif

Tableau XVI Comparaison des carcinomes mammaires canalaires de phénotype basal et
médullaires typiques pour I’intensité des cellules tumorales positives pour le

marqueur du potentiel métastatique MMP-3

Marqueur Intensité n Phénotype basal n Médullaire typique valeur p
des cellules n (%) n (%)
positives
MMP-3 41 11 0,006
0-1 3(7) 0 (0)
1-2 26 (64) 3 (27)
2-3 12 (29) 8 (73)

p < 0.05 est statistiquement significatif
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Figure 29. Moyenne du pourcentage de cellules tumorales positives pour les différents
marqueurs du potentiel métastatique pour les carcinomes mammaires de haut grade de

phénotype basal et de bas grade. Valeur + I’erreur standard de la moyenne.
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Figure 30. Moyenne de I’intensité¢ des cellules tumorales positives pour le marqueur du
potentiel métastatique MMP-3 pour les carcinomes mammaires de haut grade de phénotype

basal et de bas grade. Valeur + I’erreur standard de la moyenne.
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Figure 31. Moyenne du pourcentage de cellules tumorales positives pour les différents
marqueurs du potentiel métastatique pour les carcinomes mammaires de phénotype basal et

luminal A. Valeur + I’erreur standard de la moyenne.
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Figure 32. Moyenne de I’intensité¢ des cellules tumorales positives pour le marqueur du
potentiel métastatique MMP-3 pour les carcinomes mammaires de phénotype basal et

luminal A. Valeur + I’erreur standard de la moyenne.
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Figure 33. Moyenne du pourcentage de cellules tumorales positives pour les différents
marqueurs du potentiel métastatique pour les carcinomes mammaires de phénotype basal et

surexprimant HER-2. Valeur + I’erreur standard de la moyenne.
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Figure 34. Moyenne de I’intensité¢ des cellules tumorales positives pour le marqueur du
potentiel métastatique MMP-3 pour les carcinomes mammaires de phénotype basal et

surexprimant HER-2. Valeur + I’erreur standard de la moyenne.
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Figure 35. Moyenne du pourcentage de cellules tumorales positives pour les différents
marqueurs du potentiel métastatique pour les carcinomes mammaires canalaires de

phénotype basal et médullaires typiques. Valeur + I’erreur standard de la moyenne.
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Figure 36. Moyenne de l’intensité¢ des cellules tumorales positives pour le marqueur du
potentiel métastatique MMP-3 pour les carcinomes mammaires canalaires de phénotype

basal et médullaires typiques. Valeur + I’erreur standard de la moyenne.



DISCUSSION

La classification des cancers du sein par profil d’expression génique permet d'identifier,
parmi le groupe hétérogéne que constitue les carcinomes infiltrants du sein, quelques sous-
groupes ayant chacun une physionomie particuliére : luminal A, luminal B, phénotype
normal, HER-2 et phénotype basal. Ce dernier se distingue des autres sous-groupes par
I'expression coordonnée de geénes normalement retrouvés dans les cellules épithéliales
basales de la glande mammaire (Perou et al, 2000). Les carcinomes qui expriment un
phénotype basal comportent le plus souvent un mauvais pronostic (Sorlie ef al, 2001). Les
métastases viscérales, cérébrales et pulmonaires, assombrissent le pronostic et demeurent la
cause principale de mortalité chez les personnes atteintes par ce type de cancer (Luck et al,
2008) (Patanaphan et al, 1988). Cette étude vise a mieux caractériser les carcinomes
mammaires de phénotype basal par la mesure de I’expression de marqueurs normalement
associés au processus métastatique. Les marqueurs associés a la métastase sont légion et
pour des raisons pratiques, nous avons di nous limiter aux marqueurs les plus robustes ou,
a tout le moins, ceux qui semblaient les plus prometteurs : Ki-67, p53, CD276, galectine-7,
GATA-3, EGFR et MMP-3. A terme, l'identification des voies métaboliques impliquées
dans le développement des carcinomes de phénotype basal aura un impact déterminant pour
proposer de nouvelles cibles thérapeutiques, lesquelles font cruellement défaut pour

l'instant.

I. Les carcinomes mammaires de phénotype basal

La sélection des tumeurs de phénotype basal a été effectuée en fonction des criteres

immunohistochimiques proposés par Nielsen et al (2004). En bref, la définition
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opérationelle du carcinome basal repose sur des criteres négatifs et positifs: absence
d'expression des récepteurs oestrogéniques (ER) et de la protéine HER-2, mais présence des
cytokératines de type basal CK5/6 et/ou du récepteur membranaire tyrosine-kinase EGFR.
Une fois les cas sélectionnés, en fonction de ces critéres essentiels, nous avons souhaité

ajouter deux autres marqueurs du cancer du sein, les récepteurs de progestérone (PR) et la

CK14.

De fait, les récepteurs de progestérone font compleétement défaut dans les carcinomes
mammaires de phénotype basal. Pour cette raison, Cheang et a/ (2008) suggerent aussi de
'ajouter a la liste de Nielsen et al (2004). Par ailleurs, comme les cytokératines de masse
moléculaire élevée sont aussi associées au phénotype basal, nous avons voulu inclure la
CK14, un marqueur des cellules épithéliales basales de la glande mammaire de plus en plus
utilisé en clinique (Perou et al, 2000) (Sorlie et al, 2001). L’absence de consensus
international crée une certaine confusion quant au meilleur marqueur des kératines basales,
c'est-a-dire CK5/6 ou CK14, pour définir le plus exactement possible ce type de cancer;
c'est pourquoi nous avons souhaité les inclure tous deux. Nos résultats indiquent que les
CK5/6 sont plus souvent exprimées que la CK14, suggérant que ce dernier est moins

sensible que le marqueur CK5/6.

Tous les carcinomes mammaires de phénotype basal expriment le marqueur de prolifération
cellulaire Ki-67. Dans les faits, 65% des tumeurs montrent une expression modérée de Ki-
67 et les autres (35%) affichent un marquage nucléaire intense. Nos résultats s'accordent
donc avec ceux de Spitale et a/ (2009). Une hausse du niveau d'expression du marqueur Ki-
67 semble bien indiquer une activation des molécules impliquées dans l'entrée et le

maintien de la cellule dans le cycle cellulaire. Cette observation est corroborée par d'autres
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¢tudes qui établissent clairement qu'un index mitotique trés élevé est présent dans les
carcinomes de type basal (Da Silva et al, 2007). Bien que le rdle exact de cette molécule ne
soit pas encore complétement €lucidé, on l'utilise souvent en clinique comme facteur de
mauvais pronostic associ¢ a un haut taux de récidives et a une réduction de la survie
(Urruticoechea et al, 2005) (de Azambuja et al, 2007). Nos résultats montrent donc une
association non-équivoque entre le marqueur Ki-67 et les cancers mammaires de phénotype
basal. Il est probable qu'une prolifération cellulaire soutenue puisse causer une
augmentation du taux d'erreurs dans la réplication de I'ADN et ainsi, favoriser I'émergence

de nouvelles mutations et la sélection de clones plus agressifs.

L’étude de Sorlie et al est la premiere étude a avoir démontré une fréquence élevée de
mutations de p53 dans les carcinomes de phénotype basal (Sorlie ef al, 2001). Des études
ultérieures ont confirmé cette association (Bergamaschi et al, 2006) (Langerod et al, 2007)
(Mani¢ et al, 2009). Nos propres résultats indiquent qu'environ la moiti¢ des tumeurs de
phénotype basal accumulent la protéine dans le noyau de la cellule, ce qui traduit une
inactivation de la protéine, quelle qu'en soit la cause (mutation ou autre mécanisme
d'inactivation). Fait digne de mention, lorsque la protéine p53 s'accumule dans le noyau de
la cellule, l'ensemble des cellules tumorales semblent touchées. La technique
d’immunohistochimie évalue 1’accumulation de p53 mutée dans les noyaux des cellules
tumorales. Une fréquence plus élevée de mutations, inactivatrices du géne 7P53 a déja été
rapportée. Notre outil de mesure se limite a vérifier dans le noyau I’accumulation de p53.
Les cancers du sein de phénotype basal qui contiennent une forme mutée de p53, soit
environ la moitié de ces tumeurs, pourraient acquérir un avantage prolifératif, et accumuler

de nouvelles mutations (Borresen-Dale, 2003).
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L’¢étude du marqueur CD276 dans les sous-types du cancer du sein apporte des données
nouvelles. La fonction de cette protéine, dans une lignée de cellules tumorales mammaires,
a fait ’objet d’une étude de Chen ef al. Lors de la cascade métastatique, CD276 joue un
role dans 1’adhésion cellulaire tumorale, la migration et I’invasion, sans affecter pour autant
la prolifération cellulaire (Chen et al, 2008). Nos résultats indiquent que la protéine
membranaire CD276 est fréquemment exprimée dans les cancers du sein de phénotype
basal (72%). Ce marqueur suscite un intérét évident puisque son association au carcinome

de type basal s’accorde avec son role pro-métastatique.

L’étude de Jones et al (2004) a permis d’identifier le géne de la galectine-7 comme
marqueur spécifique des cellules épithéliales basales de la glande mammaire. Nos travaux
confirment son expression exclusive dans 1’assise basale des canaux et lobules mammaires.
Jusqu’a ce jour, cette description n’avait jamais été rapportée dans la littérature. Lors de
I’évaluation de I’expression génique des carcinomes mammaires par Perou et a/ (2000), une
association entre le geéne de la galectine-7 et le sous-type phénotype basal a été observée.
Nos résultats confirment cette association en montrant que la protéine galectine-7 est
présente dans 49% des carcinomes mammaires de phénotype basal. Récemment, nous
avons démontré que la galectine-7 pouvait controler la dissémination des cellules tumorales
mammaires aux poumons et aux os (résultats non publiés, voir annexe). L’activation de la
MMP-9, retrouvée dans les lymphomes (Demers et al, 2005), n’a pu étre démontrée,
cependant, par notre équipe de recherche (données non montrées). La fonction de la
galectine-7 dans le processus métastatique du cancer du sein fait toujours I’objet

d’investigations.
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GATA-3 est un marqueur des cellules épithéliales luminales de la glande mammaire. Dans
les faits, un défaut d’expression de la protéine GATA-3 s’observe dans les cellules
tumorales de phénotype basal. Nos résultats corroborent ainsi les résultats de 1’étude de
Sorlie et a/ (2001) qui indique une association entre I’expression de cette protéine et celle
des récepteurs oestrogéniques. De plus, Mehra et al (2005) ont démontré une corrélation
entre la baisse des niveaux de GATA-3 et un défaut d’expression des récepteurs
hormonaux, ce qui caractérise, en partie, le sous-type phénotype basal. Les propriétés
antimétastatiques de ce marqueur luminal ont été décrites par Kouros-Mehr ef a/ (2008) : en
bref, il y a diminution de GATA-3 dans les cellules tumorales essaimées a distance et
I’absence de métastases lors de la restauration de cette protéine dans un carcinome avancé.
L’absence de ce facteur transcriptionnel dans les cellules tumorales de phénotype basal
s’accorde avec la perte de I’effet antimétastatique conféré par cette protéine. Dans ce
contexte, 1’activation de GATA-3 dans le cancer du sein pourrait théoriquement exercer un

effet bénéfique.

Notre étude montre une expression d’EGFR dans une grande majorité des carcinomes
mammaires de phénotype basal (81%). Cette association s’accorde avec les données de la
littérature. Ce sont Nielsen et collaborateurs qui ont identifi¢ EGFR comme marqueur
spécifique pour ce sous-type (Nielsen et al, 2004). Des études ultérieures ont confirmé cette
association (Livasy et al, 2006) (Hoadley et al, 2007) (Nalwoga et al, 2008). Ce récepteur
joue un rdle majeur dans 1’ensemble du processus métastatique. Son expression dans le
cancer du sein concerne principalement la prolifération et la survie cellulaire. Dans I’étude
de Xue et al (2006), d’autres fonctions lui sont attribuées : intravasation, motilité cellulaire
et chimiotaxisme par EGF. La fréquence élevée de I’expression d’EGFR dans les

carcinomes mammaires de phénotype basal suggere qu’il facilite la dissémination tumorale.
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De plus, cet antigeéne est une cible de choix pour les traitements anticancéreux. L’anticorps
monoclonal cetuximab (Erbitux; ImClone Systems Incorporated et Bristol-Myers Squibb
Company, New-York, NY) et I’inhibiteur de tyrosine kinase gefitinib (Iressa; AstraZeneca
Pharmaceuticals, LP, Wilmington, DE) se retrouvent parmi les thérapies les plus
intéressantes (Herbst, 2004). Bien mieux, la sensibilité des lignées de cellules du cancer du

sein de phénotype basal a ces deux types de traitements a été démontrée par Hoadley et al

(2007).

L’intensité de la MMP-3 au sein des cellules tumorales de phénotype basal est le plus
souvent modérée (64% des carcinomes), bien que 29% de ces carcinomes I’expriment a de
hauts niveaux. Cette étude suggere une corrélation entre le phénotype basal et 1’intensité du
marquage immunohistochimique de la MMP-3. La littérature ne cite aucune étude évaluant
I’expression de cette métalloprotéase dans les différents sous-types du cancer du sein.
Cependant, un role dans I’invasion et dans la dissémination des cellules tumorales
mammaires au cerveau a été rapporté (Lochter ef al, 1997) (Mendes et al, 2005). 1l est a
noter que le cerveau est un site métastatique privilégié pour les carcinomes de type basal, ce

qui pourrait impliquer la MMP-3 (Luck et al, 2008).

1.1 Comparaison par rapport aux carcinomes mammaires de bas grade

Les tumeurs de bas grade sont bien différenciées, connaissent une évolution lente et ne
forment que rarement des métastases (Elston et Ellis, 1991). Notre étude évaluait aussi les
tumeurs de bas grade quant a I’expression des différents marqueurs de la métastase. Le
faible potentiel métastatique de ces cancers devrait se refléter par une diminution de

I’expression de ces marqueurs.
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Les caractéristiques du cancer du sein de bas grade chevauchent celles du sous-type luminal
A (Badve et Nakshatri, 2009). Nos résultats le confirment, car tous les carcinomes
expriment les récepteurs oestrogéniques. De plus, 68% de ceux-ci expriment également les
récepteurs de progestérone, tandis qu’aucune de ces tumeurs ne surexprime la protéine
HER-2. En ce qui a trait aux cytokératines de masse moléculaire ¢levée (CK5/6 et CK14),
elles sont généralement absentes des cancers du sein de bas grade, contrairement aux

carcinomes de haut grade de phénotype basal.

Les données récentes indiquent une corrélation positive entre I’expression du marqueur Ki-
67 et le grade histologique des cancers mammaires (Urruticoechea et al/, 2005). 1l est a
noter que 1’index mitotique fait partie intégrante du grade SBR-EE. Nos résultats abondent
dans le méme sens puisque 31% de ces carcinomes n’expriment pas Ki-67, tandis que 69%
de ceux-ci 'expriment. La différence d’expression de cette protéine est statistiquement
significative entre les carcinomes mammaires de bas grade et de haut grade de phénotype
basal. Cette faible expression de Ki-67 au sein des tumeurs de bas grade suggere que cette

protéine exerce un role dans la cascade métastatique.

L’accumulation de la protéine p53, inactivée ou mutée, dans les tumeurs de bas grade est le
plus souvent absente (79%), ce qui les distingue du sous-type phénotype basal. Nos
résultats concordent avec I’étude de Done ef al (2001) qui identifie I’absence de mutations
de cette protéine dans tous les cancers du sein de bas grade, comparativement aux différents
niveaux d’expression observés dans les cancers de haut grade. Fait a noter, ces résultats
différent légérement des notres de par I’inclusion de carcinomes canalaires in situ. Notre

étude suggere que p53 mutée favorise la formation des métastases.
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Le marqueur CD276 est ¢galement absent dans la plupart des cancers du sein de bas grade
(85%), ce qui tranche avec la fréquence élevée d’expression de cette protéine dans les
carcinomes mammaires de phénotype basal (72%). Suite a ces observations, CD276

pourrait étre impliqué dans le potentiel métastatique décrit par Chen et al (2008).

L’expression de la galectine-7 fait complétement défaut dans les cancers du sein de bas
grade. Dans les faits, notre étude suggere que cette protéine est un marqueur de 1’agressivité
et, possiblement, du potentiel métastatique. L. expression de la galectine-7 est donc corrélée
avec le sous-type phénotype basal lorsque comparée aux carcinomes mammaires de bas

grade.

Nos résultats démontrent 1’expression du facteur de transcription GATA-3 dans la majorité
des tumeurs de bas grade (97%). Ces observations s’accordent avec celles de la littérature
soulignant la coexpression des récepteurs oestrogéniques et de GATA-3 (Sorlie et al,
2001). Ainsi, ’effet antimétastatique de GATA-3, décrit par Kouros-Mehr et al (2008),

pourrait étre présent dans le cancer du sein de bas grade.

Aucun carcinome de bas grade n’exprime le récepteur membranaire tyrosine kinase EGFR.
Des résultats identiques ont été rapportés par Nalwoga et al (2008). Nos travaux montrent
que cette protéine n’est pas associée aux carcinomes peu agressifs, ce qui corrobore 1’étude
démontrant I’association de ce récepteur a I’ensemble du processus métastatique (Xue et al,

2006). L’association d’EGFR et du sous-type phénotype basal est précisée par nos résultats.

L’intensité du marquage immunohistochimique de MMP-3, dans les cellules tumorales de

bas grade, comporte une similarité avec le phénotype basal. Une intensité modérée se
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retrouve dans 53% des carcinomes, bien que 35% des carcinomes 1’expriment fortement.
Comparativement a tous les autres marqueurs de la métastase de cette étude, MMP-3 n’est
pas sous-exprimée dans les cancers du sein de bas grade par rapport au sous-type phénotype
basal. Suite a ces observations, MMP-3 ne semble pas étre un marqueur robuste de la

métastase en dépit des travaux de Lochter et a/ (1997) et de Mendes et al (2005).

1.2 Comparaison par rapport aux carcinomes mammaires luminal A

Ce sous-type d’expression génique du cancer du sein est associé a un meilleur pronostic et
a la réponse a I’hormonothérapie (Badve et Nakshatri, 2009). La présente étude vise a
comparer 1’expression des différents marqueurs du potentiel métastatique pour ce sous-type

par rapport au cancer du sein de phénotype basal.

Les cancers du sein de haut grade luminal A se caractérisent par la présence des marqueurs
des cellules épithéliales luminales de la glande mammaire (Perou et al, 2000). Nos critéres
de sélection, pour ce sous-type, consistent en une forte expression des récepteurs
oestrogéniques et en I’absence de la surexpression de la protéine HER-2. La quantification
des récepteurs de progestérone démontre que 62% de ces tumeurs les expriment. De plus,
aucun des carcinomes mammaires luminal A n’exprime les cytokératines de masse

moléculaire élevée, CK5/6 et CK14.

Nos résultats montrent une expression principalement modérée de Ki-67 au sein des
tumeurs luminal A (82%), ce qui s’accorde avec les données de la littérature (Badve et
Nakshatri, 2009). L’étude de Bhargava et al (2009) met en évidence une faible expression

de Ki-67 dans ce cancer du sein (environ 16%). Dans les faits, cette étude inclut aussi des
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carcinomes mammaires de bas grade, ce qui diminue considérablement le pourcentage de
noyaux marqués (30%), selon nos travaux. Notre étude souligne la différence d’expression
de Ki-67 entre le sous-type luminal A et phénotype basal, ce qui suggere un plus grand

potentiel prolifératif pour ce dernier.

La mutation de p53 est pratiquement absente dans le cancer du sein luminal A puisque
seulement 12% des cas présentent une accumulation de la protéine. Bien qu’il y ait une
différence d’expression entre les carcinomes mammaires luminal A et de phénotype basal,
ou I’on retrouve une forte expression de cette protéine dans 47% des cas, elle n’est pas
statistiquement significative. L’étude de Sorlie et a/ (2001) montre des résultats similaires
en ce qui a trait au sous-type luminal A. Par contre, ’observation de ces mutations dans les
carcinomes mammaires de phénotype basal est beaucoup plus élevée (82%). L’utilisation
de la méthode de séquengage du gene TP53 est beaucoup plus spécifique pour évaluer les
mutations. Cette technique permettrait probablement d’observer davantage de mutations
dans le sous-type phénotype basal, dans notre étude. La réaction immunohistochimique

utilisée dans le cancer du sein ne montre pas une telle association.

La protéine membranaire CD276 n’est exprimée que dans 34% des cancers luminal A, ce
qui tranche avec la fréquence élevée dans les cancers de phénotype basal (72%). Ces
résultats suggerent donc un plus grand potentiel pour certaines étapes de la cascade
métastatique (adhésion, migration, invasion) (Chen et al, 2008) dans le sous-type

phénotype basal.

Tout comme les carcinomes mammaires de bas grade, le cancer du sein de haut grade

luminal A ne posséde pas la galectine-7. Fait a noter, la galectine-7 est présente
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exclusivement dans les cellules épithéliales basales de la glande mammaire, tandis que le
sous-type luminal A n’exprime que les geénes des cellules épithéliales luminales. Ce
marqueur se retrouve exclusivement dans le sous-type basal, ce qui pourrait indiquer un

plus grand potentiel métastatique pour ces cancers.

Nos résultats appuient la littérature en ce qui a trait a I’association de la protéine GATA-3
et du sous-type luminal A puisque 85% des cas I’expriment. Selon 1’étude de Sorlie et al

(2001), cette protéine fait partie intégrante de ce sous-type d’expression génique.

EGFR fait complétement défaut dans les cellules tumorales luminal A. Ce résultat
s’accorde avec 1’étude de Livasy et a/ (2006). L’association entre ce marqueur et le sous-
type phénotype basal est ainsi confirmée. En ce qui a trait a la métastasie, plusieurs étapes
de cette cascade (prolifération, survie, intravasation, motilité et chimioattraction) (Xue et

al, 2006) semblent dépendre de 1’expression d’EGFR.

L’intensité du marquage de la MMP-3, dans les cellules tumorales luminal A, correspond
au sous-type phénotype basal : 46% des cas montrent une intensité modérée du marquage,
tandis que 27% des cas possedent une forte intensité. Selon cette étude, I’expression de la

MMP-3 ne peut étre associée exclusivement au sous-type phénotype basal.

I.3 Comparaison par rapport aux carcinomes mammaires surexprimant HER-2
Le cancer du sein HER-2 positif posséde, tout comme les carcinomes mammaires de
phénotype basal, un mauvais pronostic (Slamon et al/, 1987). Par contre, ce pronostic peut

s’améliorer par 'utilisation de la thérapie anti-HER-2, nommée trastuzumab (Herceptin;
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Genentech, San Francisco, CA) (Slamon et al, 2001). Dans cette étude, nous avons voulu
¢évaluer si le sous-type phénotype basal posséde un plus grand potentiel métastatique que le

sous-type HER-2 de par I’expression des marqueurs de la métastase.

La sélection du sous-type HER-2 consiste en la présence d’un marquage membranaire
intense (3+) et circonférentiel de la protéine dans au moins 70% des cellules tumorales.
Certaines tumeurs expriment les récepteurs oestrogéniques (21%) et les récepteurs de
progestérone (9%). Les récepteurs hormonaux y sont exprimés modérément. Un défaut
d’expression des CK5/6 et CK14 se retrouve dans ce sous-type. Cette observation permet
de confirmer une association distincte entre ces cytokératines et le cancer du sein de

phénotype basal.

Un marquage modéré de Ki-67 s’observe dans la majorité des cancers du sein HER-2
positif (81%), tandis que les autres carcinomes expriment fortement ce marqueur (19%).
Selon les résultats de Rudolph et al (1999), une moyenne des cellules tumorales positives
pour le marqueur Ki-67 d’environ 33% est associée au sous-type HER-2. De plus, une
étude récente, comparable a la ndtre, montre que 63% de ces cancers du sein possédent un
index prolifératif élevé, c’est-a-dire que plus de 20% des cellules expriment Ki-67 (Spitale
et al, 2009). Nos résultats suggérent une association plus forte entre la prolifération
cellulaire et les carcinomes mammaires HER-2 positifs avec une moyenne des cellules
tumorales possédant Ki-67 d’environ 50%. Bien que nous démontrons cette association, la
différence d’expression de ce marqueur est statistiquement significative lorsque les sous-
types HER-2 et phénotype basal sont comparés. Ce dernier posseéde donc un taux

prolifératif plus élevé qui pourrait €tre propice a la dissémination métastatique.
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L’expression de la protéine pS3 mutée dans le cancer du sein HER-2 positif est plutot
variable puisque 61% des cas sont négatifs, 15% des cas ont une expression modérée et
24% expriment fortement cette protéine. Nos résultats ne présentent pas le méme taux de
mutations de p53 au sein des carcinomes surexprimant HER-2 que dans I’étude de Sorlie et
al (2001) qui indique une fréquence plus élevée des mutations de la protéine dans ces
cancers (71%). Les mémes observations ont été décrites par Langerod et a/ (2007). En
accord avec la littérature, notre étude montre que les mutations de p53 peuvent Etre
associées aux sous-types HER-2 et phénotype basal, ce qui ne les distingue pas quant a

I’avantage prolifératif que peut conférer I’inactivation de la protéine.

La protéine CD276 peut également éEtre associée aux carcinomes mammaires qui
surexpriment HER-2 puisque la majorité des tumeurs (71%) possedent cet antigéne. Cette
expression est semblable a celle retrouvée dans les cellules tumorales de phénotype basal.
Ce marqueur d’intérét du processus métastatique, récemment découvert (Chen et al, 2008),
implique une forte association avec les deux sous-types du cancer du sein les plus

agressifs : HER-2 et phénotype basal.

Dans le cancer du sein HER-2 positif, la galectine-7 est principalement absente (83%), ce
qui le distingue du cancer de type basal. Suite a ces résultats, la galectine-7 s’aveére
presqu’exclusivement exprimée par les carcinomes mammaires de phénotype basal. La
dissémination métastatique pourrait étre facilitée par la présence de cette protéine dans ce

sous-type d’expression génique.

L’expression de GATA-3 est observée dans le sous-type HER-2 (36%), ce qui ne concorde

pas avec 1’étude de Mehra et al (2005) qui montre une diminution de ce marqueur luminal
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lors d’une surexpression de la protéine HER-2. Nos résultats différent puisque nos critéres
de sélection ne consistent pas en l’absence des récepteurs oestrogéniques, associés a
GATA-3 (Sorlie ef al, 2001), contrairement aux criteéres utilisés dans les autres études. Ces
observations impliquent donc une différence d’expression de cette protéine entre le cancer
du sein HER-2 positif et de phénotype basal. La diminution de la dissémination des cellules
tumorales par ce facteur de transcription, décrite par Kouros-Mehr et al (2008), pourrait

étre présente dans le sous-type HER-2, mais non dans le carcinome de phénotype basal.

Le marqueur EGFR est absent dans 66% des tumeurs mammaires surexprimant HER-2.
Ces tumeurs ont une expression modérée de cette protéine dans 12% des cas et forte dans
22% des cas. Ces résultats sont semblables a ceux obtenus par Livasy et a/ (2006), c’est-a-
dire que 42% des carcinomes HER-2 positifs expriment EGFR. Dans notre étude, puisque
plus de la moitié¢ des carcinomes HER-2 positifs sont négatifs pour ce marqueur, il y a une
différence statistiquement significative avec la présence de cette protéine au sein du cancer
de phénotype basal. De ce fait, le sous-type d’expression génique basale est unique par sa
fréquence élevée pour I’expression d’EGFR. Ce résultat suggére un plus grand potentiel
métastatique pour ce cancer du sein de par la présence de ce marqueur qui est au cceur de la

métastasie (Xue et al, 2006).

L’intensité du marquage de MMP-3 dans les carcinomes HER-2 positifs est semblable aux
deux autres sous-types de cancer du sein, c’est-a-dire principalement modérée (79%). Le
marqueur MMP-3 est donc exprimé dans toutes les cellules tumorales avec une intensité
généralement modérée, sans étre associée au grade ou a un sous-type de cancer du sein en

particulier.
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1.4 Comparaison aux carcinomes mammaires médullaires typiques

Le cancer du sein médullaire typique possede un phénotype agressif selon 1’expression ou
non de certaines protéines. De fagon surprenante, cette maladie confére un bon pronostic
chez les patientes atteintes. Les métastases sont également rares pour ce type histologique
(Robbins et Cotran, 2005). Cette ¢tude vise a comparer 1’expression des différents
marqueurs de la cascade métastatique entre les carcinomes mammaires de phénotype basal
et médullaire typique. Pour ce dernier, une plus faible expression d’un marqueur pourrait

suggérer un role plus important dans le processus de la métastase.

Suite au diagnostic posé par le pathologiste, nous avons seulement sélectionné les
carcinomes triples négatifs, c’est-a-dire qui n’exprimaient pas ER, PR et HER-2 (Eichhorn,
2004). En ce qui a trait aux CK5/6, un défaut d’expression est le plus souvent retrouvé dans
les cancers médullaires typiques (64%), ce qui tranche avec les carcinomes mammaires de
phénotype basal. Cette observation confirme 1’association exclusive entre les CK5/6 et le
sous-type phénotype basal. De plus, la majeure partiec des cancers médullaires typiques
n’expriment la CK14 (90%), ce qui indique également une association spécifique de cette

cytokératine au cancer de phénotype basal.

La protéine Ki-67 est exprimée de fagon modérée dans 45% des carcinomes mammaires
médullaires typiques et fortement dans 55% des cas. Lors de la comparaison de
I’expression de ce marqueur de prolifération cellulaire entre le sous-type phénotype basal et
le cancer médullaire typique, une différence statistiquement significative a été observée.

Les tumeurs médullaires typiques montrent une plus forte association a la protéine Ki-67.
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Nos résultats concordent avec 1’étude de Jacquemier et a/ (2005). La prolifération cellulaire

serait donc plus importante dans le cancer médullaire typique.

L’accumulation de p53 mutée dans les cellules tumorales médullaires typiques montre une
similarité avec le cancer de phénotype basal : I’expression y est négative dans 36% des cas
et forte dans 55% des cas. Selon 1’étude de Cremoux et al (1999), la mutation de p53 est
présente dans toutes les tumeurs médullaires typiques (100%). Tout comme pour les
carcinomes mammaires de phénotype basal, une diminution du nombre de tumeurs
quantifiées s’explique par 1’absence d’accumulation de la protéine lorsque des mutations
surviennent. Pour le type histologique médullaire, 36% des cas pourraient posséder cette
protéine mutée sans avoir d’accumulation visible. Le séquencage du geéne TP53 est
nécessaire pour donner suite a I’association de ce marqueur au sous-type phénotype basal et

au cancer médullaire typique.

Le marqueur CD276 est exprimé dans 55% des cancers du sein médullaires typiques, ce qui
ne le distingue pas des cancers de phénotype basal. Ce type histologique est donc de
nouveau associ¢ a un marqueur d’agressivité, tout comme le sous-type d’expression

génique basale.

La galectine-7 y est particuliérement intéressante puisque 91% des carcinomes mammaires
médullaires typiques n’expriment pas cette protéine. Un seul cas présente un taux de 12%
de cellules tumorales positives pour ce marqueur. Cette étude montre que la galectine-7 est
un marqueur exclusif pour les carcinomes mammaires canalaires de phénotype basal. De
plus, elle suggere un rdéle primordial pour cette protéine dans la cascade métastatique

puisque qu’elle ne se retrouve pas dans le type histologique médullaire typique, ce dernier
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possédant un bon pronostic, tout en exprimant les marqueurs de 1’agressivité du cancer du

sein.

Aucune des tumeurs médullaires typiques ne posséde le facteur de transcription GATA-3.
Ce résultat est pratiquement identique a celui retrouvé dans le cancer du sein de phénotype
basal. L’¢étude de Mehra et a/ (2005) démontre une corrélation positive entre I’absence des
récepteurs oestrogéniques et la diminution de GATA-3 au sein des tumeurs. Considérant
que, selon nos critéres de sélection, les récepteurs oestrogéniques sont absents du type
histologique médullaire typique et du sous-type phénotype basal, nos résultats concordent
avec cette étude. De plus, cette corrélation ne se limite non seulement a la diminution de
GATA-3, mais aussi a sa totale absence au sein de ces tumeurs. Suite a ces observations,
I’effet antimétastatique conféré par ce facteur de transcription (Kouros-Mehr et al, 2008)

serait absent dans les cancers du sein médullaires typiques et de phénotype basal.

L’expression d’EGFR dans le type histologique médullaire typique (64% des cas) est
également similaire au sous-type phénotype basal. L’étude de Jacquemier et al (2005) a
permis d’observer I’expression d’EGFR au sein des cancers médullaires typiques dans une
proportion de 71% des cas, ce qui s’accorde avec nos résultats. L’association entre ce
récepteur membranaire tyrosine kinase et le sous-type phénotype basal est également

identifiée pour le cancer du sein médullaire typique.

Aucun des cancers médullaires typiques possedent une faible expression de MMP-3. La
majorité de ces tumeurs expriment fortement cette métalloprotéase (73%). Lors de la
comparaison de ces cancers aux tumeurs de phénotype basal, la différence d’expression de

MMP-3 s’est avérée statistiquement significative. De fait, une plus forte intensité de cette
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protéine est davantage associée au type histologique médullaire typique. Dans la présente
¢tude, I’association entre MMP-3 et I’agressivité tumorale n’a pu étre confirmée.
L’intensité de cette métalloprotéase est donc seulement corrélée au cancer médullaire

typique.



CONCLUSIONS

En conclusion, nous avons étudié cinq marqueurs du potentiel métastatique et vérifié leur

expression dans les carcinomes mammaires de phénotype basal.

La prolifération cellulaire quantifiée a I’aide du marqueur Ki-67 est plus fréquente dans le

cancer du sein de phénotype basal que dans les autres sous-types de carcinomes.

L'expression d’EGFR, est aussi fréquemment observée dans les carcinomes canalaires de
phénotype basal. L’absence de ce marqueur de la métastase dans les cancers du sein de bas
grade et dans les cancers de haut grade luminal A, ainsi que son expression plus faible pour
le sous-type HER-2, confirme la spécificité de cette protéine pour le sous-type basal. Le
potentiel métastatique y serait donc plus élevé puisque EGFR est un acteur majeur dans les
différentes étapes de la cascade métastatique. Suite a cette association, les différents

traitements anticancéreux visant cette protéine sont a considérer pour ce cancer du sein.

Nos travaux indiquent aussi une absence d’expression de GATA-3 exclusive au cancer du
sein de phénotype basal. Fait a noter, il n’y aurait donc aucun effet antimétastatique conféré
par GATA-3, comparativement au sous-type luminal A et HER-2. Il serait intéressant de
vérifier l'effet d'une surexpression du facteur GATA-3 dans les cellules du cancer du sein

de phénotype basal sur I'apparition des métastases.

Le marqueur membranaire CD276, dans notre étude, s'est révélé particulicrement

intéressant dans la mesure ou l'on a observé 1’expression de cette protéine dans deux des
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sous-types tumoraux les plus agressifs: HER-2 et phénotype basal. Les différentes
fonctions de CD276 dans le cancer du sein devront étre élucidées avant d'espérer pouvoir

['utiliser dans le traitement du cancer du sein.

Enfin, le marqueur qui a suscité le plus d’intérét, dans la présente étude, est sans contredit
la galectine-7. Cette molécule est non seulement associée au sous-type phénotype basal,
mais elle est compleétement absente des carcinomes mammaires de bas grade et de haut
grade luminal A. De plus, on ne la retrouve que trés peu dans le sous-type HER-2 et dans
les cancers de type histologique médullaire typique. Bien mieux, dans le sein normal, la
protéine ne se retrouve que dans le compartiment des cellules épithéliales basales. Les
résultats obtenus suggerent un réle important pour la galectine-7, non seulement dans les
cancers de sous-type phénotype basal, mais aussi dans les cellules de la couche basale. Son
role dans le controle de la dissémination métastatique doit certainement faire 1'objet d'autres

¢tudes avant d'envisager une utilisation en clinique.

Nos travaux confirment donc le potentiel métastatique plus élevé des carcinomes de type

basal et proposent des pistes intéressantes pour 1'expliquer.

Comme notre étude ne concerne qu'un petit nombre d’échantillons tumoraux, il y a un
intérét évident a poursuivre nos travaux en ¢élargissant la cohorte de patientes atteintes du

cancer du sein.
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Introduction

A better understanding of biological and molecular events that regulate the invasiveness of
breast tumour cells is needed to develop new effective strategies that inhibit breast cancer
from expanding and metastasizing. Galectins are members of a family of betagalactosides-
binding proteins that have recently emerged as novel modulators in different aspects of
cancer. The expression of galectins in tumors and/or the tissue surrounding them has been
well documented. Since galectin-7 expression has been associated with epithelial tissues
and vary significantly in various types of cancer, we have investigated for the first time its
role in breast cancer.

Methods

Human tissue samples of low and high grade breast cancer were studied for galectin-7
expression to test if altered expression could serve as a marker for invasive breast cancer. A
pre-clinical mouse model was also used to analyze the role of galectin-7 in the invasive
behaviour of breast cancer cell lines.

Results

Galectin-7 was specifically found in myoepithelial cells of normal human breast tissue, but
not in luminal cells. Its expression was severely altered in breast carcinoma, many samples
showing greater than 70% of galectin-7 positive cells. High expression levels of galectin-7
were restricted to high-grade breast carcinomas, including HER2 overexpressing and basal-
like groups. None of the low-grade carcinoma samples expressed galectin-7. In HER2
overexpressing cases, galectin-7 expression was associated with lymph node axillary
metastasis. Using two pre-clinical mouse models, high levels of galectin-7 expression in
breast cancer cells drastically increased their ability to metastasize to lungs and bones.
Significant increases in the number of pulmonary metastases ans osteolytic lesions were
induced by overexpression of galectin-7 compared to control cells.

Conclusions

In the present work, we provide evidence that galectin-7 expression is associated with
aggressive subtypes of breast carcinomas and increases the metastatic behavior of breast
cancer cells. Galectin-7 may represent a potential target for both specific detection and
therapeutic inhibition of metastatic breast cancer.
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Introduction

Members of the galectin family share a unique carbohydrate recognition domain (CRD)
that confers specificity for B-galactoside derivatives. Based on structural features, the 15
mammalian galectins known to date have been classified as proto, chimera or tandem
repeat types. Numbered according to the order of their discovery, galectins 1, 2, 5, 7, 10,
11, 13, 14 and 15 are of the prototype, galectins 4, 6, 8, 9 and 12 are of the tandem repeat
type, and galectin 3 is the only galectin of the chimera type (1). Most galectins are
nonglycosylated soluble proteins that can be found both intracellularly (cytoplasm and/or
nucleus) and extracellularly depending on the cell type, cell cycle stage, and differentiation
state. Accordingly, galectins have been implicated in a wide range of cellular functions,
including embryonic development, wound healing, apoptosis, intercellular adhesion, cell
migration, immune response, and cancer (2).

Galectin-7 was initially described as a marker that reflected the differentiation status of
keratinocytes (3,4). Functionally, its intracellular form has been associated with
UVBinduced apoptosis in epidermis since sunburn/apoptotic keratinocytes express
abnormally high levels of galectin-7 (5). Early studies suggested that galectin-7 might
function as an apoptosis regulator when it was identified as one of 14 transcripts induced in
colorectal cancer cells undergoing p53-dependent apoptosis (6). Additional studies have
since confirmed that galectin-7 can render tumor cells more susceptible to apoptotic stimuli
(7, 8); although others have also shown that extracellular binding of galectin-7 to cell
surface receptors can trigger signals that reduce neuroblastoma cell growth without the
appearance of features characteristic of classical apoptosis (9).

Given its pro-apoptotic role, galectin-7 might be expected to aid in the elimination of
tumour cells. However, in sharp contrast to such negative roles played by galectin-7 in
tumour development, Lu et al. (10) have previously found that galectin-7 is overexpressed
in chemically-induced mammary carcinomas. They reported that galectin-7 expression was
restricted to mammary carcinomas and was not detected in any other normal tissues
examined in the adult rat, providing the first indication that galectin-7 could be associated
with tumor progression. Rorive et al. (11) later observed that galectin-7 expression was

markedly higher in different forms of papillary carcinomas than in benign thyroid tumors.
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Recent work in lymphoma further supported the idea that galectin-7 may promote
tumorigenesis. Mice injected with lymphoma cells ectopically expressing galectin-7
constitutively developed large metastatic tumors in the liver and kidneys with massive
infiltration of tumor cells in the parenchyma (12). In contrast, only a few scattered foci of
tumor cells with limited infiltration were observed in mice injected with control lymphoma
cells. Suppression of galectin-7-expression using specific antisense approaches
significantly delayed metastasis of lymphoma cells (13). Taken together, these results have
uncovered a novel functional role for galectin-7: its ability to promote tumor progression.
To investigate the role of galectin-7 in breast cancer, we have examined its
expression in normal and malignant human breast tissues to determine whether galectin-7
was associated with any particular subtype, or biological or clinical feature. Together, our
data indicate that galectin-7 is expressed in aggressive phenotype of breast carcinomas and
is a critical determinant in spontaneous metastasis of lung and bone-homing breast tumour
cells. This suggests that galectin-7 is not only a potentially novel therapeutic target in the
treatment of breast cancer metastasis, but may also prove to be a valuable marker to

monitor diases progression.

Materials and Methods

Cell lines and reagents. The 4T1 and 66c14 cell lines were maintained in Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (DMEM) [supplemented with 8% (v/v) FCS, 2 mmol/L
Lglutamine, 10 mmol/L HEPES buffer]. All cell culture products were purchased from Life
Technologies (Burlington, Ontario, Canada). All other reagents were purchased from

Sigma chemicals (St. Louis, MO), unless otherwise indicated.

Generation of stable transfectants expressing galectin-7. To obtain stable 4T1 and
66c14 breast carcinoma transfectants expressing galectin-7, the cDNA encoding the murine
galectin-7 (12) was cloned in Sra eukaryotic expression vector (kindly provided by Dr.
Frangois Denis) using Spel and Notl restriction enzymes. Controls were generated using

4T1 and 66c14 breast carcinoma cells transfected with the empty Sra vector. Transfection
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was carried out using Lipofectamine 2000 according to the manufacturer’s instructions
(Invitrogen Canada Inc., Burlington, ON). After 48 hours of culture, transfected cells were
allowed to grow in complete medium containing 8 pg/ml of puromycin. Individual colonies
were expanded, and PCR analysis was carried out on genomic DNA for assessing vector

insertion and galectin-7 expression was monitored by Western blot analysis.

Western blot analysis. Cells and frozen tissues were homogenized and resuspended in
lysis buffer (10 mM Tris, pH 7.5, 2.5% Triton X-100) containing protease inhibitors
(Roche, Laval, QC). Equal amounts of whole-cell (50 pg) extracts were separated on SDS-
PAGE gel and transferred onto nitrocellulose membranes (Bio-Rad Laboratories,
Mississauga, ON). The membranes were blocked with 10% milk in PBS/0.5% Tween 20
overnight, subsequently blotted for 2 hours with primary antibodies. Membranes were
probed with polyclonal rabbit anti-galectin-7 (1:1000) or mouse anti-B-actin antibodies.
Secondary antibodies consisted of horseradish peroxydase-conjugated donkey anti-rabbit or
anti-mouse IgG. Detection was performed by the enhanced chemiluminescence method

(Amersham).

RNA isolation and RT-PCR. Total RNA was isolated from transfected cells using Trizol
reagent according to the manufacturer’s protocol (Invitrogen). Briefly, total RNA (2 ug)
was reverse transcribed using the OmniScript reverse transcriptase (Qiagen, Mississauga,
ON) and PCR amplified using the following conditions: 94°C for 1 min, 62°C for 1 min,
and 72°C for 1 min followed by a final extension step at 72°C for 10 min. The primers used
for PCR amplification were the following: human galectin-7 (Gal-7h), 5’-
ACCAACCCGGTCCCAG-3> (sense) and 5-GCGGGCTAACGCTTTATTTGC-3’
(antisense); and  glyceraldehyde-3-phosphate ~ dehydrogenase = (GAPDH), 5’-
CGGAGTCAACGGATTTGGTCGTAT-3’ (sense) and 5’-
AGCCTTCTCCATGGTGGTGAAGAC-3> (antisense). Thirty or 35 cycles of
amplification were carried out in a thermal cycler (model PTC-100 TM, MJ Research,
Watertown, MA). Each assay was repeated three times to verify the accuracy of the results.

As an internal control, amplification of GAPDH mRNA was carried out by reverse
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transcription-PCR (RT-PCR) using specific primers. Amplified products were analyzed by
electrophoresis on 1% agarose gels using ethidium bromide staining and UV illumination.

Loading was equalized to the internal control mRNA.

Metastasis assays. Female BALB/c mice (4-8 weeks) were purchased from Charles River
Laboratories. The mice were housed in facilities managed by the INRS Experimental
Biology Center or the McGill University Animal Resources Centre. All animal experiments
were conducted under an INRS and McGill University—approved Animal Use Protocol in
accordance with guidelines established by the Canadian Council on Animal Care. For
experimental metastasis assays using the 66c14 model, 105 vector control or Galectin-7
expressing 66¢l4 cells were resuspended in 100 pL PBS and injected into the left cardiac
ventricle of 4- to 5-week-old BALB/c mice as previously described (14). A total of 9 mice
were injected with vector control and 13 animals were injected with Galectin-7 expressing
66cl4 breast cancer cells. All mice were sacrificed when the first mouse appeared cachectic,
at 13 days post-injection. For the 4T1 model, the procedure was performed as described
(15) with minor modifications. Briefly, female BALB/c mice, aged 6 to 8 weeks, were
injected with vector control or stable transfectants expressing galectin-7 tumor into the
mammary fat pad. The size of the primary tumors was monitored twice a week and the
number of metastatic nodules on the lung was evaluated by histological examination at

necropsy.

Quantification of Osteolytic Lesions. Immediately before sacrifice, mice were
anesthetized and digital X-rays were obtained with a Faxitron Specimen Radiography
System (model MX-20 digital). At the termination of these experiments, all digital X-rays
were blinded and scored by two independent researchers. Each X-ray was examined for the
presence of osteolytic lesions in the following six sites: proximal humerus, distal femur,
and proximal tibia (left and right side). The number of mice possessing at least one
osteolytic lesion was divided by the total number of animals in each cohort to determine the

percentage of mice developing bone metastases. At the time of necropsy, hind limbs from 3
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and 4 mice injected with vector control or galectin-7 stable transfectants, respectively were
removed and fixed in 4% paraformaldehyde. Fixed tissues were paraffin embedded,
sectioned, stained with H&E. Routine histology services were provided by the Centre for
Bone and Periodontal Research (McGill University) histology platform. For each cohort, 12
H&E stained bone (femur or tibia) sections were scanned with an Aperio slide scanner at
20X magnification. Total bone area and metastatic lesion area were quantified using Aperio
ImageScope software (v9.1.19). Metastatic lesion area was expressed as a percentage of the

total tissue area.

Immunohistocytochemistry. Paraffin-embedded sections were deparaffinized in xylenes
and rehydrated through a graded alcohol series. Antigen retrieval was performed for 10
min. in ImM EDTA (pH 8.0), pre-heated to 95-100°C in a steamer. Tissue sections were
blocked in 1% BSA and 5% NHS in 1xPBS and incubated overnight at 4°C with an anti-
Galectin-7 (R&D Systems). Tissue sections were subsequently incubated with Biotin-SP
conjugated Donkey anti-Goat secondary Ab (R&D Systems), developed with DAB reagent
and counterstained with Hematoxylin. For double staining of tissue sections, reactions for
galectin-7 and GATA-3 were carried out using the Discovery XT automated immunostainer
(Ventana Medical Systems, Tucson, AZ). Briefly, deparaffinized, sections were incubated
in EDTA buffer (pH 8) for antigen retrieval. Next, an anti-human galectin-7 antibody
(R&D Systems) and an anti-GATA-3 HG3-31 antibody (Santa Cruz Biotechnology) were
used at 1:50 and 1:250 dilutions, respectively, for 60 min. To reveal the reaction, the
DABmap (brown) and REDmap (red) kits were used (Ventana Medical System). The slides
were counterstained with hematoxylin. Each section was scanned at a high resolution

(Nanozoomer, Hammamatsu Photonics K.K).

Patients and tumor materials. A cohort of 213 patients diagnosed with primary breast
cancer between 2003 and 2008 at the Centre Hospitalier de I’Université de Montréal
(CHUM) was used for the study. Tumors were selected on the basis of the histological
diagnosis according to the classification of Nottingham modified by Elston and Ellis (16).
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The cohort consisted of both low-grade and high-grade ductal carcinomas and of medullary
carcinomas (typical and atypical). Estrogen receptor (ER)a status was positive in all low-
grade carcinomas. The study was approved by the research ethics committee of the research

centre at the CHUM.

Tissue microarrays and Immunohistochemistry. Formalin-fixed paraffin-embedded
material from each primary tumor sample was used to construct tissue microarrays with an
automated arrayer design to construct high-density tissue micro-array blocks (ATA-27
Beecher Instruments, Sun Prairie, WI). To that end, triplicate 1 mm cores from each tumor
and control tissues were punched out and arrayed into six recipient blocks. For
immunohistochemical analysis, three-micrometer thick sections were prepared from each
TMA. Immunostaining reactions for galectin-7 were carried out using the Discovery XT
automated immunostainer (Ventana Medical Systems, Tucson, AZ). Briefly,
deparaffinized, sections were incubated in cell conditioning 1 (pH 8.0) for antigen retrieval.
Next, an anti-human galectin-7 antibody (R&D Systems) was used at 1:150 dilution for 60
min. The slides were counterstained with hematoxylin and bicarbonate. Each section was
scanned at a high resolution using the Nanozoomer Digital Pathology (Hamamatsu,

Bridgewater, NJ).

Results

Galectin-7 expression in human breast tissues.

To date there have been no published descriptions of galectin-7 protein expression and
localization in normal breast tissue and breast cancer. Specimens from normal regions of
human mammary glands were stained by immunohistochemistry (IHC) with antigalectin-7
antibody. Initial staining with control skin sections showed extensive staining of stratified
epithelium, consistent with previous studies reporting that galetin-7 is considered a marker
of stratified epithelia (3-4). IHC staining of normal breast tissues showed that cytoplasm
and nuclei of human myoepithelial cells but not luminal epithelial cells were positive for

galectin-7 (Fig. 1).
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To examine the expression of galectin-7 in human mammary tumors, paraffin-embedded
tissue sections were selected from breast cancer patients to construct tissue microarrays
(TMA) and immunostained with a galectin-7-specific. We found that galectin-7 expression
was severely altered in breast carcinoma tissues (Fig. 2). The range of percentage positive
cells varied greatly among samples. Elevated expression of galectin-7 was restricted to
high-grade breast carcinomas (p < 0.001) (Table I). None of the low-grade carcinoma
samples expressed galectin-7. Galectin-7-positive cases were mostly associated with a
basal-like phenotype (p < 0.0001). On all galectin-7-positives cases found, all were ER and
PR negative. Six cases were HER2 positives. This association with basal-like tumours was
further demonstrated by positive correlations between galectin-7 and “basal” keratins, such
as CK-5/6 (p < 0.0001). All cases were negative for GATA-3 (p < 0.0001), a defining
marker of the luminal subtype (17). Interestingly, all HER2/galectin-7-positive were also
positive for lymph node metastasis (p = 0.0066) (Table II), supporting the hypothesis that

galectin-7 may have a role in metastatic breast cancer.

Galectin-7 overexpression increases lung and bone metastasis.

To examine the role of galectin-7 in breast cancer metastasis, the 4T1 orthotopic breast
cancer model was used. The 4T1 line metastasizes to the lungs following inoculation into
the mammary gland while its 66cl4 variant spontaneously metastasize to the lung, but not
to bone (18). All these lines were derived from the same spontaneous mammary carcinoma
in a Balb/c/C3H mouse (19). A series of stable transfectants overexpressing galectin-7 was
first generated in 4T1 cells along with control transfectants derived from 4T1 cells
transfected with an empty vector (Fig. 3A). The cells were then assessed for their ability to
spontaneously metastasize following injection in the mammary fat pad in syngeneic Balb/c
mice. No significant difference in the growth rate or the final tumor weight at the
completion of the experiment was found between control transfectants or those expressing
galectin-7 (Data not shown). Similarly, there was no difference between the proliferation
rates of Sra control cells and 4T1 cells expressing galectin-7 cells in vitro, although
galectin-7 expression was stable in transfectants for the duration of the experiments (Data

not shown), suggesting that galectin-7 did not alter tumor growth at the primary site. We
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found, however, that galectin-7 accelerated the development of metastases to lung, as the
mean survival time of the mice injected with galectin-7 transfectants was significantly
shorter than that of mice injected with controls (25.7 £ 6.5 days vs. 37 £ 8.5 days
respectively; p = 0.007) (Fig. 3B). Detailed histopathological analysis showed that 4T1
cells expressing galectin-7 developed significantly more metastatic foci in the lungs (Fig.
3C). In contrast only few scattered foci of tumor cells were observed in mice injected with
control cells.

Since osteolytic lesions contribute to breast cancer associated morbidity (20), the
relationship between galectin-7 expression and bone metastasis was studied using the
66c14 variant. A series of transfectants expressing high levels of galectin-7 (66¢14Gal7)
and control cells (66c14Sra) were thus generated as in the case of 4T1 cells following
transfection and selection by puromycin resistance and tested by Western blot analysis
(Fig. 4A). As in the case of 4T1 cells, no significant difference in the growth rate or the
final tumor weight at the completion of the experiment was found between control
transfectants or those expressing galectin-7 (Data not shown), confirming that galectin-7
did not alter tumor growth at the primary site. Examinations of macroscopic lesions in mice
injected with 66¢l4Sra showed that galectin-7 expression in 66¢14 significantly enhanced
their capacity to metastasize to the bone (p < 0.01) (Fig. 4B and Table III). Histological
examination of sections of tibia and femoral bones of mice showed a significant increased
in the frequency of bone lesions induced by 66¢14Gal7 cells as compared to control
66c14Sra cells (Table IIT). Moreover, the osteolytic lesions were significantly (p < 0.001)
larger with 66c14Gal7 cells than those induced by 66¢c14SRa cells, further emphasizing the
pro-tumorigenic potential of galectin-7 (Fig SA and Table III). IHC staining confirmed the
expression of galectin-7 in metastatic lesions derived from 66c14Gal7 stable transfectants

and a lack thereof in control cells (Fig. SB).

Discussion
Galectin-7 is primarily found in stratified epithelia, especially in epidermis. It was
identified as a stratified epithelial marker following searches for epidermal genes

responsive to retinoic acid and for genes that were down regulated in actively dividing
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keratinocytes. Its expression in human breast cancer tissues and its possible role in breast
cancer metastasis have never been investigated to date. In the present work, we provide
evidence that it plays a pivotal role in controlling the metastatic behavior of breast cancer
cells while its expression is associated with aggressive subtypes of breast carcinomas.

Using anti-galectin-7 specific Abs on TMA’s constructed from samples obtained from
normal breast tissues and breast carcinomas, we found that galectin-7 is specifically
expressed at the protein level in mammary myoepithelial cells in tissues of normal
individuals, consistent with microarray studies from normal breast luminal and
myoepithelial cells identifying galectin-7 as the first gene on the list among the 42 most
predictive genes that distinguish luminal epithelial cells from myoepithelial cells (21-22).
Galectin-7 expression is thus very distinct from that of galectin-3, another member of the
galectin family associated in breast cancer expressed in normal luminal epithelial but not
myoepithelial cells. Moreover, in contrast to galectin-7, acquisition of an invasive
phenotype via galectin-3 is associated with a decreased expression of this galactoside-
binding lectin rather than an increased expression as we observed in the case of galectin-7
(23).

Apart from the results of Lu et al. (8), who showed that galectin-7 was expressed in rat
mammary tissues following chemically-induced mammary tumorigenesis, the first
indication that galectin-7 might be expressed in human breast cancer was reported in the
genomic profiling data from Perou et al., (24) who provided a molecular portrait of 65
surgical specimens obtained from 42 individuals. Their microarray data revealed that while
galectin-7 transcripts were expressed at very low levels in normal breast tissues, they were
highly expressed in cell lines with a basal-like phenotype. Here, we extended these results
by showing that galectin-7 was expressed at the protein level and was highly-expressed in
basal-like breast cancer cells with an ER/PR negative status and expressing basal keratins
5/6 and EGFR. The association between galectin-7 and progression of breast cancer is
further supported by the correlation between galectin-7 and high tumor grade and the fact
that all Her-2-positive tumors are also positive for lymph node metastasis. Finally, we
found an inverse relationship between overexpression of galectin-7 and absence of GATA-

3, a transcripton factor known to suppress tumor dissemination of breast cancer (25).
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Whether the emergence of a GATA-3-negative/galectin-7-positive population is
distinctively aggressive during tumor progression is a likely possibility. Indeed, constitutive
galectin-7 expression by gene transfer approaches in cell lines that express low or
undetectable level of galectin-7 resulted in an increased metastatic behavior to the lung and
bone and larger osteolytic lesions. Although the exact function of galectin-7 on different
cell types remathe dissemination of tumor cells in specific types of cancer. Our preliminary
attempts to determine the exact mechanism(s) used by galectin-7 to increase the invasive
behaviour using in vitro migration assays have not permitted to determine whether it can
modify the invasive behavior via the increased motility via secretion of mmp genes, such as
mmp-9, a gene which we found is induced by galectin-7 in lymphoma cells and breast
carcinoma cells (12, and data not shown). A likely possibility is that galectin-7 expression
in these cells confers resistance to apoptosis, as previously shown in the case of galectin-3
for specific cell types. Endogenous galectin-3 has been shown to confer resistance to
apoptosis through an intracellular mechanism (26-27). Like galectin-3, galectin-7 contains a
highly conserved XWGR motif corresponding to the BH1 domain of Bcl-2 and mutation of
WGR—WAR motif in the alpha helix of Bcl-2 has been shown to disrupt Bcl-2 anti-
apoptotic function (28). Since this motif has been shown to be responsible for binding to
nucleic acid, a role for galectin-7 in the nucleus would be consistent with its strong nuclear
staining we observed in breast cancer cells. This mechanism would be consistent with our
statistically significant correlation between galectin-7 and Ki67. Further studies regarding

the role of galectin-7 in resistance to apoptosis is currently under investigation.

Conclusion

We provide evidence that galectin-7 plays a pivotal role in controlling the metastatic
behavior of breast cancer cells and is associated with the basal subtype of primary breast
cancers. Galectin-7 may thus represent a potential target for both specific detection and

therapeutic inhibition of metastatic breast cancer.
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Table I: Histoclinical correlations of breast cancers according to galectin-7 expression

Characteristic Galectin-7-
positive cases P values
Age
<45 years 7/29 NS
> 45 years 24/147
Pathological type
Ductal 29/158 NS
Medullar 1/11
Molecular subtype
Basal-like 20/41 <0.0001
HER-2 6/25
Luminal A 0/34
Luminal B 0/6
SBR-EE grade
I (low) 0/34
11 0/13
IIT (high) 31/131 <0.0001
LN metastasis
Negative 17/107 NS
Positive 12/66
ER status
Negative 31/90 <0.0001
Positive 0/69
PR status
Negative 30/113 <0.0001
Positive 0/40
HER-2 status
Negative 24/124 NS
Positive 6/31
ER/PR/HER-2 status
Triple negative 22/51 <0.0001
Other 7/99



CK5/6 status
Negative
Positive

CK14 status
Negative
Positive

Ki-67 status
Negative
Positive

EGFR Status
Negative

Positive

GATA-3 status

Negative
Positive
MMP-3 status
Negative
Positive
CD276 Status
Negative

Positive

9/110
20/46

19/126
11/25

7/81
23/76

5/98
23/54

31/89
0/68

3/25
25/86

6/72
20/76

<0.0001

0.0022

0.0009

<0.0001

<0.0001

NS

0.0047

xxxii

*To assess differences in clinicopathologic features between the two groups of patients,
Fisher's exact test was used for qualitative variables with discrete categories.
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Table II: Histoclinical correlations of Her2-positive breast cancer according to

galectin-7 expression.

Characteristic HER-2_'/gal-7+ HER-72++/gal- Faues
(n=24) (n=6)
Age
< 45 years 6/29 NS 1/29 NS
> 45 years 18/146 5/146
LN metastasis
Negative 17/107 NS 0/107 p =0.0066
Positive 6/65 5/65
GATA-3 status
Negative 24/88 <0.0001 6/88 p=0.0359
Positive 0/68 0/68
EGFR Status
Negative 3/98 <0.0001 2/98 p=0.0359
Positive 19/54 4/54

* The LN status for two patients were not available.



Demers et al/ Galectin-7 in breast cancer

XXXV

Table III: Quantification of Bone Metastases Following Cardiac Injection of 66¢l4 cells.

Construct % of mice * with % of Bones % Lesion
Bone Metastases with Metastases ° Area/Tissue ¢
(X-Ray) (H&E) (H&E)
pSRa/Empty 0.0 50.0 12.1
pSRa/Gal-7 53.8 100.0 48.5
P value 0.01¢ 0.01¢ <0.0001°

* pSRA/Empty (n=9), pSRa/Gal-7 (n=13)

® Multiple bone samples were taken from individual mice. pSRo/empty

(n=3 mice, n=12 bones), pSRo/Gal-7 (n=4 mice, n=12 bones)

¢ includes only those bones with metastatic lesions

4 Fisher’s exact test (2 tails)

¢ T-test for independent samples (2 tails)
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Figure legends.

Figure 1. Galectin-7 expression in normal mammary myoepithelial cells.

Immunohistological analysis of (A) human normal tissues showing expression of galectin-7
in the stratified epithelium of the skin (Upper panel) and in mammary tissues showing
specific expression in myoepithelial cells (Central and lower panels). Note the presence of
intense galectin-7 protein immunoreactivity in the mammary myoepithelial cells and its
absence in the lumens of normal ducts and adjacent stroma. Strong galectin-7 cytoplasmic

and nuclear protein staining was found in myoepithelial cells.

Figure 2. Galectin-7 expression in human breast carcinomas. Scoring of tissue
microarrays constructed from human breast carcinomas specimens were stained (DAB,
brown) with anti-galectin-7 antibody. Specimens were scored for percentages of galectin-7-
positive cells by immunohistochemistry of paraffinembedded tissue in low grade (LG) and

high grade (HG) carcinoma. The absence of signal was scored as "0".

Figure 3. Effect of galectin-7 expression on lung metastasis induced by 4T1

cells. (A) 4T1 cells were transfected with the Sra/puro expression vector containing the
murine galectin-7 cDNA and stable transfectants (Gal7#2, Gal7#18, and Gal7#37)
constitutively expressing galectin-7 were obtained. The levels of endogenous and
overexpressed galectin-7 protein were determined by Western blotting. B-actin was used as
a loading control. The expression of galectin-7 in transfectants was not decreased upon
long-term in vitro culture of the clones but was nevertheless always assessed by Western
blot analysis before their in vivo testing. Control transfectants (Sra) included 4T1 cells
transfected with the Sro/puro expression vector without cDNA insert. (B) Survival analysis
of syngeneic Balb/c mice injected into the mammary fat pad with transfectants (0) or
controls (m). (C) At necropsy, lungs were harvested and fixed in 10% formalin for
histological examination to study the effect of galectin-7 on 4Tl tumor cells that

spontaneously metastasize into the lung.
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Figure 4: Galectin-7 expression promotes bone metastasis of 66cl4 breast

cancer cells following cardiac injection. (A) 66¢14 breast carcinoma cells were
transfected with the Sra/puro expression vector containing the murine galectin-7 cDNA and
stable transfectants constitutively expressing galectin-7 were obtained and tested for
galectin-7 by Western blot analyses. Control transfectants (Sra) also included 66¢14 cells
transfected with the Sra/puro expression vector without cDNA insert. In (B), X-ray images
of tibiae derived from Balb/c mice injected into the left cardiac ventricle with either 66cl4
cells containing an empty vector (upper panel, 66cl4/vector control) or two independent
clones expressing Galectin-7 (lower panel, 66¢l4/Galectin-7). Arrows indicate regions of

bone destruction.

Figure 5. Immunohistological analyses of bone metastases induced by 66¢14

transfectants. (A) H&E stained images revealing the proximal tibia of an animal injected
with 66¢cl4SRa cells harboring an empty vector (upper panel, 66cl4/vector control) or
66c14Gal7 expressing galectin-7 (lower panel, 66cl4/Galectin-7). Outlined regions indicate
areas of 66cl4-derived lesions growing in the bone. (B) Immunohistochemical staining for
Galectin-7 in lesions resulting from 66c¢l4/Vector control cells (i, i1) and 66cl4/Galectin-7
(iii, iv) breast cancer cells. The open boxes found in panels i and iii indicate regions that are
shown at higher magnification in panels ii and iv. Scales bars represent 75 uM (panels 1, iii)

or 25 uM (panels ii, iv).
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