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RESUME

Introduction : Les cellules souches cancéreuses (CSC) se caractérisent par différents marqueurs
moléculaires permettant leur identification dans de nombreux tissus cancéreux. Ces cellules sont
considérées comme les cellules initiatrices du cancer et sont suspectées d’€tre responsables de la
rechute et de la résistance aux protocoles classiques de chimio- et radiothérapie. Les cellules
souches du cancer du sein pourraient exprimer des marqueurs de surface tels que l'aldéhyde
déshydrogénase 1 (ALDH1) et les protéines Cluster de différenciation 44 (CD44). Notre recherche
a consisté en I’identification des cellules souches du cancer du sein dans les tumeurs des patients de
I’Ouest Algérien et a montrer que leur expression est particulierement associée au phénotype
agressif d'un sous-type de cancer du sein.

Objectif : Notre étude avait pour objectif d'explorer 1'expression des protéines ALDH1 et CD44
dans les sous-types de cancer du sein d'une population algérienne et leurs associations avec les
caractéristiques clinicopathologiques. En effet, comprendre comment les CSC contribuent a
I’apparition et 1’évolution du cancer du sein sera d’une grande utilité a 1’élaboration de nouvelles

thérapies visant a éliminer ces cellules.

Matériel et méthodes : Nous avons analysé les niveaux d'expression de ALDH1 et CD44 sur 46

échantillons de carcinome mammaire inclus en paraffine par des méthodes immunohistochimiques.

Résultats : Au total, 9 tumeurs (21%) ont exprimé ALDHI, tandis que 11 (28%) ont exprimé la
protéine CD44. L'expression d'ALDHI1 était associée a un jeune age élevé (p = 0,05), a la positivité
du récepteur de la progestérone (p = 0,014) et au cancer du sein triple négatif (TNBC) (p = 0,045).
D'autre part, I'expression de CD44 était associée aux sous-types HER2 (p = 0,001) et TNBC (p =
0,049).

Conclusion : Les données obtenues dans notre travail de recherche suggerent que ALDHI1 et CD44
pourraient servir de biomarqueurs pour identifier les cellules souches cancéreuses par la technique
d'immunohistochimie afin de prédire le pronostic chez les patientes Algériennes atteintes d'un
cancer du sein. Les sous-types enrichis en cellules souches cancéreuses, en particulier le cancer du
sein triple négatif (TNBC), connu pour étre agressif, sont souvent diagnostiqués chez les femmes
jeunes, a un stade avancé; ils sont également étroitement associés a une absence de thérapie ciblée.
Il est donc nécessaire de développer des thérapies ciblées spécifiques pour chaque sous-type pour

améliorer la survie des patientes sans rechute.

Mots-clés: Cellules souches cancéreuses, sous-types moléculaires du cancer du sein, ALDHI,

CD44, chimiorésistance.



ABSTRACT

Introduction: Cancer stem cells (CSCs) are characterized by different molecular markers that can be
identified in many cancerous tissues. These cells are considered cancer-initiating cells and are
suspected to be responsible for relapse and resistance to conventional chemo- and radiotherapy
protocols. Breast cancer stem cells could express surface markers such as aldehyde dehydrogenase 1
(ALDHI1) and differentiating Cluster Proteins 44 (CD44). Our research consisted of the identification
of breast cancer stem cells in the tumors of West Algerian patients and to show that their expression

is particularly associated with the aggressive phenotype of a subtype of breast cancer.

Objective: Our study aimed to explore the expression of ALDH1 and CD44 proteins in breast cancer
subtypes of an Algerian population and their associations with clinicopathological features. Indeed,
understanding how CSCs contribute to the progression of breast cancer will be of great value in

developing new therapies to eliminate these cells.

Material And Methods: We analyzed ALDH1 and CD44 expression levels in 46 paraffin-embedded

breast carcinoma samples using immunohistochemical methods.

Results: A total of 9 tumors (21%) expressed ALDH1, while 11 (28%) expressed the CD44 protein.
ALDHI1 expression was associated with elevated young age (p = 0.05), progesterone receptor
positivity (p = 0.014) and triple negative breast cancer (TNBC) (p = 0.045). On the other hand, CD44
expression was associated with the HER2 (p = 0.001) and TNBC (p = 0.049) subtypes.

Conclusion: The data obtained in our research suggests that ALDHI and CD44 could be used as
biomarkers to identify cancer stem cells by immunohistochemistry to predict the prognosis in
Algerian patients with breast cancer. The subtypes enriched in cancer stem cells, in particular triple
negative breast cancer (TNBC), known to be aggressive, are often diagnosed in young women, at an
advanced stage; they are also closely associated with an absence of targeted therapy. Therefore, it is
necessary to develop specific targeted therapies for each subtype to improve the survival of patients

without relapse.

Keywords: Cancer stem cells, molecular subtypes of breast cancer, ALDHI1, CD44,

chemoresistance.
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INTRODUCTION BIBLIOGRAPHIQUE

1- Histopathologie du cancer du sein

1.1 Morphologie du sein
La glande mammaire est un organe dont le développement suit plusieurs stades de
différentiation associés notamment a la puberté, la grossesse et la lactation, ainsi qu’a la
ménopause, tout ceci, sous 1’influence des hormones ovariennes et hypophysaires.
L’anatomie du sein humain a été décrite pour la premiere fois en 1840 par Sir Astley Paston
Cooper, un chirurgien et anatomiste anglais qui a mis en évidence un réseau glandulaire
enchevétré dans du tissu adipeux en utilisant des injections de cires de différentes couleurs
dans le mamelon (Figure 1) (Cooper 1840).
Chez la femme, le sein est composé de 12 a 20 lobes de glande mammaire, séparés et
maintenus par des tissus conjonctif et adipeux. Chaque lobe est constitué de lobules desservis
par des canaux galactophores qui se rejoignent au niveau du mamelon (Figures 1 et 2).
D’un point de vue microscopique, les canaux et lobules sont tous bordés de deux couches de
cellules. La couche qui est en contact direct avec la lumiere du canal est composée de cellules
épithéliales (luminales), la deuxieme couche est composée de cellules myoépithéliales
(basales). Ces deux couches cellulaires reposent sur une membrane basale (Wellings et al.,
1980).
La fonction essentielle de la glande mammaire consiste en la production et la sécrétion des
protéines et des lipides du lait, afin de nourrir les nouveau-nés au cours de la lactation. Outre
I'apport de nourriture, la lactation permet €également de fournir aux nourrissons une protection
immunitaire efficace contre les pathogenes grace aux facteurs immunitaires présents dans le

lait (Russo et al., 2004 ; Naccarato et al., 2000 ; Howard et al., 2000 ; Russo et al., 2005).
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o o

Figure 1 : Représentation de la glande mammaire vue par Sir Cooper apres injection de

cires colorées dans le mamelon (Cooper 1840)

a. canaux lactiferes excréteurs, b. sinus lactiferes, ¢. galactophores, d. lobules
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Figure 2 : Coupe sagittale du sein.

Source : http://www.e-cancer.fr/publications/82-les-cancers/736-les-traitements-des-cancers-du-sein

Les seins sont rattachés a la paroi thoracique au niveau des muscles pectoraux. Le tissu

adipeux, composant essentiel du sein, entoure et maintient la glande mammaire. Celle-ci est
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constituée de lobules capables de produire le lait qui va étre acheminé jusqu’au mamelon par
les galactophores. Un réseau veineux et artériel permet 1’apport de sang et de nutriments au

réseau glandulaire.

1.2 Le cancer du sein

Le cancer du sein est une maladie tres hétérogene. Il présente de grandes variations au
niveau morphologique, génétique, phénotypique et de la réponse aux traitements. Il est donc
difficile a caractériser. Dans ce contexte, il est donc possible de parler non pas du cancer du
sein mais des cancers du sein.

Les cancers du sein peuvent étre classés selon différents criteres, qui peuvent aussi
constituer des facteurs pronostiques (indicateurs du risque de déces par cancer du sein) et/ou
prédictifs (indicateurs du bénéfice attendu des traitements de la maladie), comme nous le
verrons par la suite.

La majorité des cas de cancer du sein se trouve chez la femme, mais il existe
également un cancer du sein chez I’homme (Kornegoor et al., 2012 ; Jain et al,. 2018). 1l est
cependant environ 100 fois moins fréquent, mais pour cause de diagnostic généralement plus

tardif il a souvent un taux de survie moins élevé.

1.2.1 Déclanchement tumoral

La glande mammaire est un organe en évolution permanente sous 1’influence des
hormones et des facteurs de croissance. Ceci en fait un organe a part entiere du point de vue
du nombre de cellules en croissance et en différenciation, mais le rend plus susceptible aux
transformations cancéreuses (Olsson 2000). Comme tout mécanisme tumoral, la
carcinogenese mammaire résulte de 1’acquisition par les cellules d’un certain nombre de
caractéristiques acquises par les cellules tout au long du développement tumoral. Apres
I’étape d’initiation, les cellules entrent dans la seconde étape dite de promotion, ou elles
acquierent leur indépendance vis-a-vis des facteurs de croissance grace aux proto-oncogenes,
et perdent leur capacité de communication intercellulaire. Cette acquisition d’indépendance
peut se faire de plusieurs manieres, avec notamment des pertes de fonctionnalité des
anti-oncogenes, comme la protéine du rétinoblastome (pRb) qui peut bloquer le cycle
cellulaire ou contrdler sa progression, et le produit du gene p53 qui contrdle lui aussi l'arrét du

cycle cellulaire en réponse aux dommages causés a 'ADN, ou encore une surexpression de
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récepteurs transducteurs de signaux comme par exemple le récepteur HER2 (Neve et al.
2001).
1.2.2 Evolution

Le carcinome in situ est la phase la plus précoce du cancer du sein. La maladie
localisée est encore au stade précoce et les cellules cancéreuses sont limitées au sein et les
ganglions axillaires ne sont pas atteints. Dans le cas d’un cancer du sein localement avancé,
les cellules cancéreuses se détachent de la tumeur d'origine et se propagent par les vaisseaux
sanguins ou lymphatiques. Elles s'accumulent alors dans les ganglions lymphatiques voisins
(notamment les ganglions axillaires). Dans le cas extréme ou la maladie est métastatique, les
cellules cancéreuses ont envahi le sein, ont pénétré dans les vaisseaux lymphatiques ou
vasculaires de voisinage et se propagent par la circulation vasculaire et/ou lymphatique a
distance du sein. Elles ont pu, des lors, se fixer dans les organes comme les poumons, le foie,
le cerveau ou les os (les plus fréquemment atteints) et y former une autre tumeur que 1'on

appelle métastase.

1.3 Caractéristiques des tumeurs
1.3.1 Les protéines RE, RP et HER2

La découverte des récepteurs des oestrogenes (RE) au début des années 1970, puis celle de la
progestérone quelques années plus tard a été déterminante pour comprendre la notion
d’hormonosensibilité des cancer du sein (Hahnel ef al., 1971 ; Edwards et al., 1979).

Environ 70 a 80% des tumeurs expriment les récepteurs des oestrogenes (notés RE+). Pres
des deux tiers d’entre elles (65%) expriment également les récepteurs de la progestérone
(RP+) (Burstein et al., 2014)

La présence de ces récepteurs et leur niveau d’expression constituent un parametre essentiel
pour la prédiction de la réponse a 1’égard d’un traitement par hormonothérapie (Huang et al.,

2015 ; Cottu 2013).

v' Récepteurs des aestrogénes

Le récepteur des cestrogenes est un membre de la superfamille des récepteurs nucléaires dont
la fonction, médiée par 1’cestradiol, est I’activation de la transcription des genes impliqués
notamment dans la croissance, la différentiation cellulaire et la fonction reproductrice. Ce
récepteur existe sous 2 formes nommées REa et REP. Il s’agit de deux protéines distinctes

correspondant a la traduction de deux genes différents, portés respectivement par les
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chromosomes 6 et 14. Ces récepteurs peuvent étre détectés dans un grand nombre de tissus,
avec toutefois des proportions variables. Ainsi, le REa est essentiellement exprimé dans les
organes génitaux féminins (ovaires, utérus) ainsi que la glande mammaire, alors que REP
semble avoir une distribution plus large dans 1’organisme (De Cremoux et al., 2010).

La liaison de 1’cestradiol sur le REa intervient dans la prolifération des cellules tumorales. En
revanche, 1’isotype REP semble posséder une action anti-proliférative. En effet, il y aurait une
prédominance de I’expression de REB dans le tissu mammaire normal, alors que dans le cas
d’une tumeur maligne mammaire, c’est le récepteur REa qui prédomine. Le récepteur REP
est considéré comme un modulateur de la prolifération et de I’invasion des cellules
cancéreuses (Haldosén et al., 2014).

Cependant, I’isotype B n’est pas systématiquement présent dans les cellules cancéreuses
mammaires. Malgré les nombreuses recherches réalisées ces dernieres années, la réelle
signification du REB n’est donc pas encore clairement établie. Actuellement, seule la
recherche de I’expression du REa est mise en ceuvre dans 1’exploration biologique des

cancers du sein (Huang et al., 2015).

v' Récepteurs de la progstérone

Le récepteur de la progestérone (RP) fait également partie de la superfamille des récepteurs
nucléaires, liant de facon spécifique la progestérone, hormone stéroide a fonction
principalement progestative. Il existe 2 isoformes principales du récepteur (RPA et RPB)
issues du méme gene. Ce récepteur est majoritairement exprimé dans les tissus des organes
reproducteurs (ovaire, endometre), mais aussi dans le placenta, la glande mammaire, les
glandes surrénales.

La synthese du récepteur de la progestérone est sous le controle des cestrogenes. Son
expression est habituellement considérée comme un bon indicateur de la fonctionnalité du
récepteur des cestrogenes (RE). Toutefois, dans le cas des cancers du sein, la valeur prédictive
de ’expression du RP vis-a-vis de la réponse a une thérapie anti-hormonale reste a ce jour
mal définie. Globalement, les résultats cliniques semblent indiquer que les patientes RE+/RP-
répondent moins favorablement a un traitement hormonal que celles dont la tumeur est

RE+/RP+ (De Cremoux et al., 2010).
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v L’Human Epidermal Growth Factor Receptor 2 (HER2)

Le gene HER? est localisé sur le bras long du chromosome 17, il appartient a la famille des
récepteurs aux facteurs de croissance a activité tyrosine kinase, constituée de quatre
récepteurs membranaires : EGFR ou HER1, HER2, HER3 et HER4, impliqués dans les
mécanismes de signalisation intracellulaire, contrdlant la croissance, la survie, 1’adhésion et la
différenciation de la cellule (Yarden et al., 2001). Le gene est amplifié dans 20 a 25% des
carcinomes invasifs du sein et cette amplification est corrélée avec une surexpression de la
protéine HER?2 (Stern et al., 2015).

Le statut de HER?2 est évalué par immunohistochimie et par FISH (Fluorescent Hybridation in
Situ). Les cancers positifs pour HER2 vont répondre positivement a des thérapies qui le

ciblent spécifiquement tels que 1’anticorps monoclonal anti-HER2, le Trastuzumab et

I’inhibiteur de tyrosine kinase, le Lapatinib (Baselga et al., 2012).

1.3.2 TNM
Ce systeme est basé sur ’extension de la tumeur au niveau de son site primitif (Tumor T), sur
I’envahissement des ganglions régionaux (Nodes N) et sur la présence de métastases (M). La
lettre T symbolise la tumeur initiale. Elle est cotée de TO (quand la Iésion primitive n’est pas
retrouvée) a T4 pour les tumeurs les plus étendues. Cette cotation dépend du volume tumoral,
représenté par le diametre maximum de la 1ésion, et de la fixation aux organes voisins (peau,
vaisseaux, nerfs, os, etc.). La lettre N, de NO a N3, dépend du territoire ganglionnaire, plus ou
moins proche de la tumeur, des dimensions des adénopathies, de leur nombre et de leur
éventuelle fixation aux tissus voisins, il s’agit du facteur pronostique individuel le plus
important. La lettre M est cotée MO en 1’absence de métastases connues, ou M1 en leur

présence, quel que soit leur siege, unique ou multiple (Sobin et al., 2011).
1.3.3 Grade SBR

Les carcinomes invasifs vont étre gradés. Le grade se base sur 3 criteres : la formation de
glandes, le pléomorphisme nucléaire, et le compte mitotique. Un score numérique allant de 1

a 3 est utilisé pour chacun des criteres.

Le grade I, avec un score allant de 3 a 5, correspond a des carcinomes bien différenciés. Le

grade II, avec un score de 6 a 7, correspond aux carcinomes moyennement différenciés.
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Enfin le grade III, avec un score de 8 ou 9, correspond a des carcinomes peu différenciés. En
conséquence, le grade I correspond aux carcinomes les moins agressifs et de bon pronostic et
le grade III correspond aux carcinomes les plus agressifs et de mauvais pronostic. Le grade 11
correspond donc aux carcinomes modérément agressifs (Lakhani et al., 2012).

Plusieurs études ont démontré une meilleure survie au cancer du sein pour les tumeurs de bas
grade comparativement aux tumeurs de haut grade (Rakha et al., 2008). Les tumeurs de haut
grade sont plus souvent RE et RP négatifs et de grande taille (plus de 2 cm), elles ont
davantage tendance a former des métastases dans les os et au foie et correspondent a un
pronostic plus grave (Porter et al., 2004 ; Volpi et al., 2004). L’expression de la protéine
HER?2 est également plus élevée dans les tumeurs de haut grade que dans les tumeurs de bas

grade (Masmood et al., 2002).

1.3.4 Type histologique

Selon la derniere édition de la classification des tumeurs de 1’Organisation Mondiale de la
Santé, le cancer du sein infiltrant se présente sous 18 différents types histologiques (Tavassoli
et al., 2003). Parmi ceux-ci, deux types représentent pres de 90 % de toutes les tumeurs, soit
le carcinome canalaire infiltrant (75 %) et le carcinome lobulaire infiltrant (15 %). Le dernier
10 % est composé de tumeurs rares comme le carcinome mucineux et le carcinome tubulaire
entre autres (Weigelt et al., 2008).

Comme son nom l’indique, le carcinome canalaire origine des canaux mammaires et le
carcinome lobulaire origine des lobules. Ces deux types de carcinomes se distinguent entre
autres par le grade ; Plus de 42 % des carcinomes canalaires sont de grade III alors que moins
de 8 % des carcinomes lobulaires infiltrants sont de ce grade. Egalement, plus de 90 % des
carcinomes infiltrants de type lobulaire sont RE+ alors que 74 % des carcinomes canalaires
infiltrants sont positifs a ces récepteurs (Bharat et al., 2008). Malgré ces différences, plusieurs
études ont démontré que, lorsqu’il y a ajustement pour les différents facteurs tels que 1’age, le
grade, la taille et le statut métastatique, il n’y a pas de différence significative dans la survie
des patientes atteintes de carcinome canalaire infiltrant ou de carcinome lobulaire infiltrant

(Jayasinghe et al., 2007 ; Moran et al., 2009).

1.3.5 Statut ganglionnaire
Dans un stade avancé du cancer du sein, les cellules tumorales migrent par les vaisseaux

sanguins et les vaisseaux lymphatiques. Le systeme lymphatique est la premiere voie de
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circulation des cellules métastatiques qui vont affecter les tissus voisins les plus proches, les
ganglions axillaires (Mumprecht et al., 2009). Le statut ganglionnaire se définit par la quantité
de ganglions présentant une métastase d’un cancer du sein (Amaral et al., 2007). Le statut
ganglionnaire est un des principaux marqueurs de pronostic dans le cancer du sein. La survie
diminue en fonction du pourcentage de ganglions présentant une métastase (Atahan et al.,
2008) (Figure 3).

Plusieurs marqueurs du cancer du sein sont présents plus fréquemment dans les tumeurs
primaires avec métastases ganglionnaires. On retrouve une taille plus élevée de la tumeur
primaire, un grade combiné plus élevé et une densité plus élevée des microvaisseaux (Elston
et al., 2002. Carter et al, 1989 ; Choi et al., 2005). Le lien entre les récepteurs RE, RP et
HER?2 et les métastases axillaires n’est cependant pas constant entre les études (Mitsuyama et

al., 1999 ; Patani et al., 2007).

1.4 Autres marqueurs immunohistochimiques
La recherche de nouveaux marqueurs est trés active, particuliecrement avec tous les nouveaux
outils dans le domaine de la génomique développés ces dernieres années. Toutefois, en
clinique peu de ces marqueurs sont utilisés de facon routiniére.
Il existe essentiellement deux groupes de marqueurs: 1) les marqueurs de pronostic qui
permettent la caractérisation de la tumeur, le diagnostic clinique et donnent de 1’information
sur la survie; 2) les marqueurs prédictifs du choix du traitement.
Les marqueurs prédictifs du choix du traitement sont actuellement au nombre de trois: RE, RP
et HER2. Dans le cas des protéines RE et RP, la positivité de 1’un ou I'autre de ces deux
marqueurs est suffisante pour obtenir une réponse a un traitement hormonal. Ce traitement est
a base d’inhibiteur de 1’action des oestrogenes, on peut citer comme exemple :
Le Tamoxifene, le Raloxifene, 1’ Anastrozole, le Létrozole ou I’Exémestane (Pritchard er al.,
2003). Les patientes dont la tumeur du sein présente un HER2 positif bénéficient d’un
traitement au Trastuzumab, un anticorps monoclonal humanisé spécifique a la protéine HER2
et approuvé par la Food and Drug Administration (FDA) depuis 1998 (Haq et al., 2009).
Les marqueurs immunohistochimiques de pronostic, incluent une série de tests qui sont
utilisés pour mieux caractériser le cancer du sein. Parmi ces marqueurs, 5 servent a
I’identification du type cellulaire (épithéliale ou myoépithéliale) dont la tumeur est composée.
Ce sont les cytokératines 5/6, 14, 17, 18 et 19. Les cytokératines 5/6, 14 et 17 sont positives

dans les tumeurs de type myoépithéliales tandis que les cytokératines 18 et 19 sont positives
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principalement dans les tumeurs de type épithélial (Villadsen et al., 2005). Un autre marqueur
important est E-Cadherine (ECAD) qui permet de différencier le type histologique. Il est
positif dans les carcinomes canalaires et négatif dans les carcinomes lobulaires (Varga et al.,
2009). 11 y également la protéine TP63 (p63) qui est positive dans les cellules myoépithéliales.
Elle permet de mettre en évidence la couche de cellules myoépithéliales qui tapisse tous les
canaux et les lobules du sein. Dans le cas des tumeurs cancéreuses qui envahissent le tissu
stromal, cette couche de cellules myoépithéliales est absente (Werling er al, 2003). Le
marqueur récepteur de facteurs de croissance épidermoide (EGFR) aussi appelé HER1 est un
récepteur de la méme famille que la protéine HER2 et joue un rdle dans la prolifération
cellulaire. Cette protéine est fortement positive dans pres de 50 % des tumeurs triple-
négatives (RE-, RP- et HER2-) (Burness et al., 2010). Ce type de carcinome est un des sous-

types moléculaires ayant le plus mauvais pronostic.

2- Classification des sous-types moléculaires

Les tumeurs du sein sont classées selon des criteres tres précis déterminés par un pathologiste
selon des lignes directrices établies. Depuis la mise au point des micropuces d’ARN, il est
maintenant possible de classifier les tumeurs du sein selon I’expression des ARNm de
centaines de genes en méme temps. Cette classification a permis d’identifier 5 sous-types
principaux de cancer du sein : le luminal A, le luminal B, ’ERBB2, le basal et le «normal-
like» (Carey et al., 2006). L’analyse des genes exprimés dans ces cing sous-types a permis
d’identifier 5 marqueurs immunohistochimiques (RE, RP, HER2, CK 5/6 et EGFR) qui
servent a identifier les quatre sous-types principaux (le luminal A, le luminal B, P"ERBB2 et le
basal) avec 87 % de concordance (Carey et al., 2006 ; De Ronde et al., 2010). Certaines

tumeurs ne possedent aucun de ces marqueurs et sont donc non classifiées.

2.1 Luminal A
Les tumeurs de type luminal A sont typiquement RE et/ou RP positives ainsi que HER2
négatives (Sorlie et al., 2001). Ce sous-type de carcinomes est le plus fréquent de tous et
représente environ 60 a 70 % des tumeurs chez les femmes caucasiennes (Kwan et al., 2009).
Plus de 60 % des patientes atteintes de ce cancer sont agées de plus de 60 ans (Spitale ef al.,
2009). Les tumeurs sont généralement plus petites que dans les autres sous-types et sont plus
fréquemment de bas grades (Calza et al., 2006 ; Ihemelandu et al., 2007). Les métastases

ganglionnaires sont moins fréquentes chez les carcinomes de sous-type luminal A

10
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comparativement aux carcinomes de sous-type ERBB2 (Voduc er al., 2010 ; Wiechmann et al.,
2009). Les tumeurs de ce sous-type de cancer présentent une positivité des cytokératines
CK18 et CK19 et sont négatives aux principaux marqueurs des cellules myoépithéliales,
c’est-a-dire la CK5/6, CK14, CK17 et EGFR. Les carcinomes de sous-type luminal A ont le
meilleur pronostic et la meilleure survie sans récidive parmi tous les sous-types moléculaires
du cancer du sein (Figure 3) (Carey et al., 2006 ; Ihemelandu et al., 2007 ; Voduc et al., 2010 ; Fan
et al., 2006 ; Sandhu et al., 2010).
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Figure 3: La survie des patientes atteintes du cancer du sein selon les sous-types

moléculaires. (Sandhu et al. 2010).

2.2 Luminal B
Les tumeurs de sous-type luminal B sont caractérisées par la présence de RE et/ou RP ainsi
que par la présence de la protéine HER2 (Sorlie ez al., 2001 ; Kwan et al., 2009). La proportion
de luminal B est de 11 a 12 % (Kwan et al., 2009 ; Millikan et al., 2008). Prés de 50 a 60 %
des tumeurs luminales B sont des tumeurs de grade III (Spitale et al., 2009 ; Themelandu ef al.,
2007). La proportion des patientes présentant des métastases est 1égerement plus élevée chez
les tumeurs de sous-type luminal B par rapport a celles présentes chez les tumeurs de sous-
type luminal A (Ihemelandu er al., 2007 ; Voduc et al., 2010). Les tumeurs de sous-type luminal

B sont généralement plus grosses que les tumeurs de sous-type luminal A (Calza et al., 2006 ).

11
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Ces tumeurs présentent un profil de positivité des cytokératines identique a celui des tumeurs
de sous-type luminal A. La survie sans récidive est généralement plus faible dans le sous-type
luminal B que dans le sous-type luminal A (Figure 4) (Carey et al., 2006 ; IThemelandu et al.,
2007 ; Voduc et al., 2010 ; Fan et al., 2006).

2.3 Basal
Ces carcinomes sont caractérisés par 1’absence des protéines RE, RP et HER2 (Sorlie et al.,
2001 ; Kwan et al., 2009). Pour cette raison, on les appelle également « carcinomes triple-
négatifs ». Il existe cependant une différence entre ces deux appellations puisque
contrairement aux carcinomes triple-négatifs, les carcinomes de sous-type basal doivent
obligatoirement présenter des marqueurs des cellules myoépithéliales (Seal et al., 2010). De
récentes études démontrent que la présence de I’'une ou 1’autre des protéines EGFR et CK5/6
permet la classification d’un carcinome triple-négatif vers un carcinome de sous-type basal
(Carey et al., 2006). Les tumeurs négatives a ces deux marqueurs sont non classifiées (Carey
et al., 2006). Plus de 80 % de ces carcinomes sont de grade III, la moitié d’entre eux ont une
taille de plus de 2 cm et sont plus fréquemment des carcinomes de type histologique canalaire
(Carey et al., 2006 ; Voduc et al., 2010). Les tumeurs de type basal expriment au moins un
des marqueurs des cellules basales/myoépithéliales (CK 5/6 ou EGFR) (Nielsen et al., 2004 ;
Rakha et al., 2006). Le pronostic est mauvais en présence de ce cancer comparativement aux
carcinomes de sous-type luminal mais est 1égerement plus favorable que le type ERBB2

(Figure 3) (Carey et al., 2006 ; Fan et al., 2006).

2.4 ERBB2
Ce type de carcinome s’identifie par I’absence des RE et RP ainsi qu’une amplification du
gene HER2 (Sorlie er al., 2001 ; Kwan et al., 2009). Ce groupe est tres distinct des carcinomes
de sous-type luminal pour plusieurs marqueurs. Les tumeurs de ce sous-type moléculaire sont
généralement de plus grande taille, sont de hauts grades, présentent plus fréquemment des
métastases ganglionnaires et sont presque exclusivement de type histologique canalaire (Carey
et al., 2006 ; Spitale et al., 2009 ; Wiechmann et al., 2009). Les différentes cytokératines analysées
démontrent qu’ils peuvent avoir une positivité pour les marqueurs basal et myoépithélial
(Laakso et al., 2006 ; ). Les tumeurs ERBB2 ont la survie la moins élevée de tous les sous-
types moléculaires du cancer du sein (Figure 3) (Carey er al, 2006 ; Calza et al., 2006 ;

Ihemelandu et al., 2007).
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2.5 «Normal-like»
Ce type de carcinomes n’a été identifié que par les études de micropuces a ARNm. Il n’existe
pas de marqueurs immunohistochimiques capables d’identifier les tumeurs de ce sous-type.
Le profil d’expression par micropuces d’ARNm démontre que ces tumeurs se retrouveraient
principalement dans le sous-type luminal A selon la classification par immunohistochimie
(Carey et al., 2006). Certaines études de micropuces d’ARNm démontrent un profil des normal-
like ressemblant au carcinome de sous-type luminal A (Calza et al., 2006 ; Hu et al., 2006).
D’autres études montrent un lien se rapprochant de ceux exprimés par le sous-type basal
(Carey et al., 2006 ; Sorlie er al,, 2001 ; Kaklamani et al, 2006). L’analyse de micropuces
d’ARN montre un profil d’expression en ARNm caractéristique des tissus normaux du sein
(Sorlie et al., 2001 ; Calza et al., 2006 ; Fan et al., 2006). Il a méme été mentionné que ce type de
carcinome est possiblement un artéfact causé par une grande contamination de tissus normaux
dans certains échantillons de tumeurs du sein (Hu et al., 2006). Puisqu’il n’existe pas de
marqueurs immunohistochimiques qui permettent d’identifier les tumeurs correspondant a ce
profil, il n’existe pas de données récentes les caractérisant. La survie semble néanmoins se

rapprocher de celle des carcinomes de sous-type luminal A.

3. Les cellules souches

3.1. Cellules souches normales

3.1.1 Définition

Les CS humaines, représentant 1 a 2% de toutes les cellules dans la plupart des tissus, elles
représentent une population cellulaire indifférenciée ayant une grande capacité
d’autorenouvellement et de prolifération. Des cellules capables d’aboutir a la formation de
toutes les cellules du corps humain sont appelées totipotentes et correspondent a I’ensemble
des cellules allant de 1’ovocyte fertilisé jusqu’aux cellules de la morula. Lorsque la morula se
transforme en blastocyste, les CS deviennent pluripotentes et correspondent aux cellules
souches embryonnaires (CSE). Ces CSE sont a I’origine des trois feuillets embryonnaires
(ectoderme, mésoderme et endoderme) et peuvent conduire a la formation de tous les tissus de
I’organisme (Evans et al., 1981 ; Thomson et al., 1998). Lorsque le stade blastocyste est
dépassé, les CS sont engagées dans un des feuillets embryonnaires et ne pourront se

différencier que dans un des types cellulaires de ce feuillet. Chez 1’adulte, ces cellules servent
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a réparer les tissus 1ésés, malades ou simplement vieillissants. Ces cellules sont alors
qualifiées de multipotentes et correspondent aux cellules souches adultes (CSA). Ces cellules
vont alors continuer a se différencier en progéniteur pour devenir par la suite des CS
unipotentes capables de ne donner qu’un seul type cellulaire tout en s’autorenouvelant

(Kopper et al., 2004).

Les cellules souches peuvent se distinguer selon leur origine : elles peuvent Etre
embryonnaires, adultes ou induites a la pluripotence a des fins thérapeutiques (Maumus,

2009).

o -0 -0~ -

Cellule Cellule Cellule Cellule Cellule Cellule
totipotente pluripotente  multipotente unipotente progénitrice  différenciée

Figure 4 : L’évolution des cellules souches
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Figure 5: Origine des cellules souches embryonnaires et adultes (O’Connor & Crystal,
2006)

3.1.2 Autorenouvellement

L’autorenouvellement désigne la capacité des cellules souches a proliférer et a produire des
copies d’elles-mémes sur une période indéfinie, tout en gardant leur pluri/multipotence et leur
potentiel régénératif. Pour cela, la cellule doit étre capable d’entrer dans le cycle cellulaire et
au moins une des cellules filles doit rester indifférenciée (Fuchs et al., 2013). Cette capacité
dérive du fait que les cellules souches peuvent se diviser soit de facon symétrique, soit
asymétrique.

Au cours d’une division asymétrique, la cellule mere polarisée se divise perpendiculairement
a son axe de polarité et les composants cellulaires ne sont pas distribués de maniere égale
entre les deux cellules filles qui sont donc différentes (une cellule souche et une cellule qui va
se différencier). Dans le cas d’une division symétrique, la cellule mere se divise parallelement
a son axe de polarité et les deux cellules filles sont ainsi identiques, ce qui conduit a la

formation de deux cellules souches ou de deux cellules différenciées (Siller et al., 2009 ;

Knoblich et al., 2008).
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La capacité d’autorenouvellement est essentielle aux cellules souches afin d’augmenter leur
nombre au cours du développement, de maintenir leur nombre dans les tissus adultes et de

restaurer leur pool apres une blessure (Shenghui et al., 2009).

A B
) Cellule ) Cellule
" souche ' souche
P ¢ > Autorenouvellement l ~ Autorenouvellement
( par division par division
< A asymétrique A symétrique
O O O "O-0
Cellule progénitrice/ Cellule progénitrice/
différenciée différenciée

Figure 6 : Autorenouvellement des cellules souches par division asymétrique ou
symétrique (Fuchs and Chen, 2013).

Selon I’orientation du plan de clivage, les cellules souches peuvent se diviser asymétriquement (A), pour donner
une cellule souche et une cellule progénitrice qui entre en phase de différenciation, ou symétriquement (B) pour

donner deux cellules souches

3.1.3 Les niches cellulaires des cellules souches
En 1978, Schofield évoque pour la premiere fois I’hypothese de « niche » (Schofield, 1978).
Dans les tissus, les CSA sont localisées dans un microenvironnement cellulaire appelé «niche
cellulaire» servant de coque protectrice pour éviter la génération de mutations qui induiraient
le déclenchement de la différenciation, de I’apoptose ou de la surproduction de CS pouvant
induire des tumeurs (Mitsiadis et al., 2007). Une niche cellulaire est définie par sa capacité a
héberger et maintenir une ou plusieurs cellules souches (Morrison et al., 2008). Au sein de ces
niches, les CS sont maintenues a 1’état quiescent ou a faible taux de prolifération dans un
environnement hypoxique (Alvarez et al., 2012). Cette théorie d’environnement hypoxique a
été imaginée pour la premiere fois dans les niches de CS hématopoiétiques en 2001, selon un
modele mathématique (Chow et al., 2001) qui a été confirmé par la suite lors de leur mise en

évidence in vivo en 2007 (Parmar et al., 2007).
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Selon Ohlstein et al. (2004), il existe trois types de niches cellulaires :

- Les niches simples, constituées par 1’association entre une CS et une cellule stromale
reliées entre elles par une jonction adherens. Elles sont retrouvées dans la moelle
osseuse notamment pour les CS hématopoiétiques qui sont associées a des
ostéoblastes.

- Les niches complexes, correspondent a 1’association d’au moins deux CS avec
d’autres types cellulaires. Elles sont retrouvées, par exemple, au niveau des CS
neurales présentes dans la zone sous ventriculaire.

- Les niches de stockage, qui contiendraient les CS quiescentes et sont représentées par

le bulbe du follicule pileux.

A B. C
Cellule souche
detypel
Jonction Jonction Cellules
adherens adherens souches

N
\
Q) \OA O

Cellule souche

de type 2 Cellules

Cellule Cellule Cellule Sromales

stromale souche stromale

Figure 7 : Les différents types de niches cellulaires (Ohlstein et al., 2004).
A. Niche simple. B. Niche complexe. C. Niche de stockage.

Les composants primaires de la niche des cellules souches sont : (Jones et al., 2008)

Les cellules stromales de support, qui interagissent directement avec les cellules
souches par ’intermédiaire de récepteurs membranaires, jonctions communicantes ou
par I’intermédiaire de facteurs solubles.

- La matrice extracellulaire, qui fournit la structure et les signaux mécaniques a la niche.
- Des vaisseaux sanguins qui fournissent des signaux systémiques et permettent la
mobilisation des cellules souches.

- Des fibres nerveuses.
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v" Fonctions de la niche

La niche permet de réguler la plupart des processus biologiques des cellules souches par
I’intermédiaire d’interactions cellule-cellule et cellule-matrice.

- L’adhésion. La niche fournit aux cellules souches un site d’ancrage via 1’établissement de
contacts cellule-cellule avec les cellules de soutien ou via l’interaction avec la matrice
extracellulaire. Les principaux récepteurs impliqués dans 1’ancrage des cellules souches a leur
niche sont les cadhérines et les intégrines (Brizzi et al., 2012).

. La division symétrique-asymétrique. Lorsque les cellules souches sortent de leur état de
quiescence, c’est dans le but de s’auto-renouveler pour ensuite se différencier. Une fine
régulation de 1’auto-renouvellement est une fonction essentielle de la niche pour la génération
de nouvelles cellules qui ré-entreront en phase GO ou qui se différencieront pour remplacer les
cellules endommagées. Lorsque les cellules souches proliferent, elles subissent soit une
division symétrique qui génere deux cellules filles identiques, soit une division asymétrique
résultant en une cellule fille qui restera dans la niche et qui gardera son statut « souche » et en
une cellule fille qui sortira de la niche et qui sera engagée dans une voie de différenciation
spécifique.

. La niche a également un role dans le maintien de la vitalité des cellules souches. C’est elle
qui sécrete les facteurs responsables de la dégénération d’une cellule souche en cas de
dommage au niveau de I’ADN. Elle aurait également un réle dans le vieillissement de
I’organisme : le vieillissement est défini comme une réduction de la capacité de régénération
des tissus. Il semble que ce phénomene soit en partie attribuable a des changements au sein de
la niche des cellules souches (Morrison et al., 2008).

. Dans les conditions normales, la niche, en contrdlant le renouvellement et donc la division
des cellules souches, a un rdle anti-tumoral. Cependant, en cas de mutations des cellules
souches, devenant ainsi réfractaires aux signaux envoyés par la niche, il peut y avoir
apparition d’une tumeur (Li ef al., 2005). De la méme facon, si c’est la niche qui devient

anormale et qui entrainera la formation d’une tumeur en dérégulant les cellules souches.
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Figure 8 : Influence de la niche sur la division des cellules souches (Spradling et al.,
2001).

Les cellules composantes la niche (en vert) envoient des signaux aux cellules souches (en rouge) qui bloquent
leur différenciation et régulent leur division. Selon 1’orientation du plan de clivage, les cellules souches peuvent
se diviser symétriquement, pour donner deux cellules identiques, ou asymétriquement, pour donner une cellule

souche et une cellule progénitrice (en jaune) qui entre en phase de différenciation.

3.2. Cellules souches cancéreuses
3.2.1 Définition du modele des cellules souches cancéreuses

Les cellules impliquées dans le cancer sont de natures hétérogenes. Dans la masse tumorale
coexistent des cellules cancéreuses et non-cancéreuses. Les cellules non-cancéreuses
comprennent des cellules inflammatoires, des fibroblastes et des cellules immatures du
myéloide (Alison et al., 2010). Une sous-population de cellules malignes, appelées cellules
souches cancéreuses (CSC), proliferent et se différencient au sein de la tumeur en cellules
cancéreuses et présentent plusieurs propriétés communes avec les cellules souches dont
notamment une prolifération illimitée, une capacité a se différencier en un tissu spécifique et
un haut potentiel clonogénique (Sugihara et al., 2013).

Depuis quelques années, un nombre croissant de données expérimentales a démontré que les
cellules dites initiatrices de tumeur ou cellules souches cancéreuses seraient non seulement a
I’origine du développement tumoral de par leur capacité de renouvellement illimitée, mais
elles résistent également aux thérapies conventionnelles et sont responsables des rechutes et

de la formation des métastases (Tirino et al., 2013 ; Islam ez al., 2015).
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Depuis leur découverte par 1’équipe de John Dick en 1997 dans les cancers hématopoiétiques
(Bonnet et al., 1997), des cellules souches cancéreuses putatives ont été isolées a partir de
plusieurs cancers solides, elles ont pour la premiere fois été mise en évidence dans le cancer
du sein par le groupe d’Al-Hajj en 2003, qui les ont identifié et isolé grace a I’expression de
marqueurs phénotypiques : CD44°CD24". Elles ont depuis ét€ mises en évidence dans de
nombreux autres cancers solides tels que le cancer du colon (O'Brien et al, 2007), du
pancréas (Li et al,, 2007), de la prostate (Ceder et al., 2008) et du poumon (Eramo et al.,
2008).

3.2.2 Hétérogénéité de la population des cellules souches cancéreuses
Le premier modele de développement tumoral décrit est le modele stochastique. Ce dernier
stipule que toutes les cellules (différenciées ou non) peuvent conduire a la formation de
tumeurs par accumulation de mutations et prolifération incontrolée. Cependant, la découverte
des cellules souches cancéreuses et le fait qu’il est difficile pour les cellules différenciées
d’accumuler des mutations, car elles se divisent moins et ont une durée de vie plus courte que
les cellules souches, a permis d’établir un autre modele de développement tumoral : le modéle
hiérarchique. Selon ce modele, seule une sous-population cellulaire, celle des cellules
souches cancéreuses, est capable d’initier la formation de tumeurs, de proliférer de maniere
indéfinie et de donner naissance a toutes les cellules de la masse tumorale. Dans la réalité, ces

deux modeles coexistent (Tirino et al., 2013 ; Islam, 2015).
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Figure 9 : Représentation schématique des deux théories de formation tumorale

A droite, la théorie stochastique, ol chaque cellule présente dans la tumeur est capable de proliférer et contribuer
a la croissance tumorale. A gauche, la théorie hiérarchique : il existe une hiérarchie entre les cellules (Shipitsin et

al., 2008).

3.2.3 Les niches cellulaires des CSC

Des niches cellulaires semblent €tre présentes au sein des tumeurs et contiendraient les CSCs.
Le microenvironnement (ou la niche) joue un rdle essentiel dans la régulation du
comportement des cellules souches cancéreuses (2010). En effet, la niche est nécessaire au
maintien de [D’identit¢ de la cellule souche cancéreuse et donc a sa capacité
d’autorenouvellement, assurant ainsi la production des progéniteurs qui se différencieront
(Clarke et al., 2006 ; Borovski et al., 2011).

La niche cellulaire pour les CSC serait considérée comme cruciale pour la multiplication
cellulaire et pourrait jouer un role central dans la réponse tumorale aux traitements. Elle se
composerait de fibroblastes et de cellules endothéliales capables de maintenir les
caractéristiques d’autorenouvellement et de statut indifférencié des CSC (Reya et al., 2001 ;

Calabrese et al., 2007). Ces niches cellulaires sont importantes pour I’expansion d’une tumeur
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puisque, selon un modele mathématique, sa taille finale serait régulée par la taille ainsi que le
nombre de niches contenant les CSC (Zhu et al., 2011).

Le microenvironnement et les instabilités génétiques et épigénétiques influencent également
I’hétérogénéité de cette sous-population de cellules souches cancéreuses. La plupart des
tumeurs solides se développent a partir de cellules souches normales ayant subi des mutations
successives. Progressivement, au cours de I’expansion clonale, les cellules souches acquierent
des mutations jusqu’a ce que le phénotype malin émerge. Puis, lors de la progression du
cancer, la pression sélective (nutrition, oxygene, défenses immunitaires, thérapies) sera a
I’origine de nouveaux clones qui résulteront d’altérations génétiques et épigénétiques (Clarke
et al., 2006).

Enfin, dans la masse tumorale, un équilibre dynamique, d0 a la régulation par le
microenvironnement, existerait entre les CSC et les cellules cancéreuses différenciées (non-
CSC) (Li et al., 2006) (Moore et al., 2006). En effet, la niche de CSC controle le nombre de
cellules et leur prolifération. Ainsi, les CSC et les non-CSC seraient mutuellement
échangeables. Les cellules différenciées peuvent se dédifférencier, pour retrouver les
caractéristiques des cellules souches cancéreuses, grice a des signaux provenant de leur
environnement et des cellules stromales. Cette restauration des CSC pourrait étre la
conséquence des rechutes apres 1’interruption des traitements.

Dans la grande majorité des cancers, la principale cause de déces est due aux métastases qui
sont formées puis détachées de la tumeur primaire. Ces métastases vont coloniser des sites
distants, apres un long passage dans les vaisseaux sanguins et lymphatiques (Grotenhuis ef al.,

2012).
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Figure 10 : Représentation schématique du modele dynamique des cellules souches

(Clarke et al, 2006 ; Li et Neaves, 2006 ; Moore et Lemischka, 2006 ; Vermeulen et al,
2012).

3.2.4 La niche des cellules souches cancéreuses : I’importance de I’hypoxie

Un apport en oxygene faible caractérise une région hypoxique. Le développement d’une
tolérance a 1’hypoxie est associé a un mauvais pronostic pour le patient. Durant le
développement tumoral, 1’expansion rapide du cancer crée un microenvironnement
hypoxique. Des périodes de réoxygénation consécutives a 1’hypoxie incitent ensuite la
progression tumorale.

La niche des CSC est capable de maintenir des conditions d’hypoxie favorables au
développement tumoral. Puisque 1’hypoxie est considérée comme un des facteurs majeurs de
la niche qui promeut la croissance des tumeurs, Louie et al. (2010) ont émit I’hypothese que
des cycles d’hypoxie/réoxygénation pourraient jouer un role dans 1’enrichissement en cellules
souches cancéreuses mammaires et fournir un avantage sélectif a la tumeur.

IlIs ont utilis€ deux lignées cellulaires dérivées de cancer du sein métastatique humain
(MDAMB231 et BCM2) afin d’optimiser les conditions hypoxiques. Apres un cycle
d’hypoxie (a 1% d’O, pendant 7 jours) suivi d’une réoxygénation (d’une durée comprise entre
1 et 3 semaines), une petite population cellulaire survivait a I’hypoxie et pouvait proliférer
apres réoxygénation. Louie et al. ont soumis la sous-population survivante a de nouveaux
cycles et ’ont analysée par cytométrie de flux. Au premier cycle, 10% des cultures adhérentes
sont devenues non adhérentes. Apres un nouveau cycle, ce pourcentage est monté a 30% pour
atteindre un maximum de 70% au troisicme cycle. Autrement dit, le pourcentage de cellules
agressives augmente avec le nombre de cycles. La sous-population obtenue présentait le

phénotype CD44"CD44 ESA™, comparable a celui des CSC mammaires.
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Ces résultats valident 1’intérét des nouveaux systemes de culture associant hypoxie et
réoxygénation. La régulation des CSC dans les lignées cellulaires de cancer du sein par des
facteurs de la niche du microenvironnement tumoral est souvent examinée par cette méthode

d’enrichissement.

3.2.5 Les spécificités de la cellule souche cancéreuse
Les CSC présentent aussi des caractéristiques propres qui les distinguent des CS saines. Ce
sont des propriétés le plus souvent acquises a la suite d’altérations génétiques.
Les CSC different ainsi par des criteres inhérents a la transformation cancéreuse comme la
prolifération anarchique guidée par des dysfonctionnements du programme d’auto-
renouvellement ainsi qu’une différenciation anormale souvent partielle. Au moins quatre des
sept traits suivants sont nécessaires pour obtenir une transformation tumorale (Hanahan et al.,
2000) :
1. L’autosuffisance en facteurs de croissance,
2. L’insensibilité aux facteurs inhibiteurs de croissance,
3. L’échappement a I’apoptose,
4. Le potentiel de réplication illimité,
5. Le maintien de 1’angiogenese,
6. L’invasion tissulaire et métastase,
7. L’instabilité du génome
Liste a laquelle il faut adjoindre, comme responsable de 1’instabilité génétique, I’altération des
capacités de réparation de I’acide désoxyribonucléique (ADN). Dans chaque cas, des
altérations génétiques du type « gain de fonction » (oncogenes) ou du type « perte de fonction
» (genes suppresseurs de tumeurs) peuvent étre rencontrées. La Figure 11 montre de maniere

visuelle ces éléments.
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Figure 11 : Les 7 éléments-clés de I’oncogenese selon Hanaban et Weinberg (2000)
Chaque mécanisme sous-entend 1’expression de chacun des autres. Par exemple, 1’instabilité génétique permet a
la cellule cancéreuse d’explorer avec succes les voies les plus diverses pour subsister, proliférer et envahir les

tissus voisins et éloignés.

3.2.6 Signification médicale des cellules souches cancéreuses

Les cellules souches cancéreuses étant a I’origine des cancers, leur implication clinique est, de
ce fait, tres importante (Lobo ef al., 2007). En effet, les traitements actuels manquent de
spécificité envers les cellules tumorales. Ils montrent une relative efficacité a éliminer la
plupart des cellules cancéreuses se divisant rapidement mais ne sont pas capables d’éradiquer
les cellules souches cancéreuses qui, de ce fait, reforment des tumeurs apres le traitement
(Lobo et al., 2007 ; Mueller et al., 2009 ; Dylla et al., 2008).

Les cellules souches cancéreuses résistent a la chimiothérapie grace a plusieurs mécanismes :
la quiescence, leur capacité de réparation de 1’ADN, la diminution de I’apoptose ou encore
I’expression de transporteurs de type ABC (Dean, 2009).

Les traitements actuels ne permettent pas d’éliminer toutes les cellules cancéreuses (figure
12). Une combinaison de traitements ciblant toutes les sous-populations cellulaires, est
essentielle afin d’éviter une nouvelle croissance tumorale et empécher ainsi une rechute
(Li et al. 2008). Cependant, il est difficile d’effectuer un criblage d’agents anticancéreux sur
la population des cellules souches cancéreuses du fait de la rareté de ces cellules et de la

difficulté de les maintenir en culture (Pattabiraman et al., 2014).
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Figure 12 : Thérapies conventionnelles vs thérapies ciblant les cellules souches

cancéreuses (Reya et al., 2001).

Les thérapies classiques éliminent les cellules n’ayant pas la capacité de s’autorenouveller et
ayant une capacité de prolifération limitée. Les cellules souches cancéreuses ne sont pas
éliminées suite a ce traitement et conduisent a la formation de nouvelles tumeurs et ainsi a la
récidive de la maladie. Cependant, les nouvelles stratégies ciblant les cellules souches
cancéreuses, empéchent la formation de nouvelles tumeurs et les rechutes.

De nouvelles approches consistent a cibler les voies de signalisation clé des cellules souches
cancéreuses. En effet, les cellules souches cancéreuses et les cellules souches adultes
normales ont des propriétés communes c’est pourquoi cibler les voies de signalisation
activées par Wnt, Notch ou Hedgehog, qui sont des voies essentielles pour
I’autorenouvellement des cellules souches normales, constitue une nouvelle approche
encourageante car leur inactivation pourrait permettre 1’élimination des cellules souches
cancéreuses (Pattabiraman et al., 2014 ; Takebe et al., 2015).

Actuellement, on compte plus de 60 essais cliniques en cours qui testent 1’efficacité
d’anticorps ou de molécules a éliminer les cellules souches cancéreuses (Kaiser, 2015).

Les cellules souches tumorales résistantes aux traitements sont responsables des rechutes qui
peuvent apparaitre quelques mois a quelques années apres la fin du traitement. Cette période
pendant laquelle les cellules souches tumorales sont indétectables est appelée : dormance

tumorale.
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3.2.7 Les voies de signalisations des CSC
Les voies extrinseques majeures qui régulent 1’auto-renouvellement des CSs sont les voies

wnt/B-catenin, Notch et Hedgehog.

o La voie Notch
La voie de signalisation Notch est impliquée dans la régulation de plusieurs processus
cellulaires au cours du développement. Elle régule la prolifération, la différenciation et
I’apoptose de divers types cellulaires (Fitiza et al., 2007). Notch est un récepteur
transmembranaire simple de type I qui fonctionne comme un facteur de transcription activé
par un ligand. L’activation de Notch par I'un de ses ligands delta-like (DIl1, DII2) ou
Serratlike (Jaggedl, Jagged2) induit la libération du domaine intracellulaire actif du récepteur
"Notch intracellular domain" (NICD) par clivage par la Y secrétase (Gordon et al. 2007).
NICD se transloque alors dans le noyau ou il forme un complexe activateur en se liant au
facteur de transcription de la famille CSL (CBF1 suppressor of Hairless Lag-1) et au
cofacteur MAML (co-factor Mastermind-like). Ce complexe actif peut alors recruter des
coactivateurs permettant de promouvoir la transcription de genes impliqués dans la
prolifération, la différenciation et 1’apoptose cellulaire. En absence de NICD, le facteur de
transcription CSL s’associe avec des co-represseurs pour induire la répression des genes
cibles (voir Figure 13) (Kopan et al., 2009). Des changements dans les niveaux d’expression
de Notch ont été observés dans de nombreux cancers tels que le cancer des poumons (Dang et
al., 2000), du col de I’utérus (Zagouras et al., 1995) et du foie (Zhu et al. 2015). La répression
de I’expression de Notch, DIl ou Jagged par des ARN interférents inhibe la prolifération et
induit 1’apoptose des lignées cellulaires de gliome (Purow et al., 2005) et des CSCs issus de
glioblastomes (Wang et al., 2012). La voie Notch est également impliquée dans le cancer du
sein, en effet, les récepteurs Notch favorisent la survie des cellules souches du cancer du sein
et leur auto-renouvellement, et I’activation du ligand Jaggedl prédit un mauvais pronostic

chez les femmes atteintes d'un cancer du sein (Hossain et al., 2017 ; Shah et al., 2017).
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Figure 13 : Schéma de la voie de signalisation de Notch.

L’activation du récepteur Notch par ses ligands entraine le clivage et la libération de NICD (domaine
intracellulaire du récepteur). NICD se transloque alors dans le noyau ot il forme un complexe actif avec CSL et
MAML. Ce complexe induit I’activation des genes cibles. En absence de ligands, NICD reste 1ié au récepteur et

la transcription de genes cibles de Notch est maintenue dans un état inactif (d’apres Wang et al., 2011).

o La voie Sonic Hedgehog (Shh)

L’activation de la voie de signalisation Shh est initiée par la liaison de 1'un des trois ligands
solubles (Sonic Hedgehog Shh, Desert Hedgehog Dhh ou Indian Hedgehog Ihh) au récepteur
transmembranaire Patched (Ptc). En absence de ligand, Ptc réprime le récepteur
transmembranaire couplé a la protéine G Smoothened (SMO). La liaison du ligand leve
lI'inhibition de SMO et entraine la dissociation du complexe suppressor of fused (Sufu) -
glioma associated oncogene homologs (Glis), ce qui permet la translocation de ces derniers
dans le noyau et finalement l'activation de divers genes (voir Figure 14) (McMillan et al.,
2012).

La voie de signalisation Shh est essentielle au développement de I'embryon (Ingham et al,
2001). Une activation anormale de la voie Shh induit une progression tumorale en affectant
les processus de prolifération et de migration (Altaba et al., 2007). La voie Shh maintient les
propriétés de souchitude des cellules normales et tumorales, en régulant 1'auto-renouvellement
et la différenciation. L'inhibition de la voie Shh réduit le nombre des CSCs et limite le
potentiel tumorigene des leucémies myéloides chroniques (Zhao et al., 2009) et du cancer du

sein (Liu et al., 2006).
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Nature Reviews | Neuroscence

Figure 14 : Schéma de la voie Sonic Hedgehog (Shh).

(a) En absence de Shh, Ptc inhibe SMO. Les protéines Glis sont phosphorylées par la protéine kinase A (PKA)
conduisant a leur clivage par le protéasome et a la formation de répresseurs Glis qui transloquent dans le noyau
pour réprimer la transcription de genes cibles.

(b) La liaison de Shh & Ptc permet la libération de SMO et la formation d’activateurs Glis inducteurs de la

transcription des genes cibles (d’apres Altaba et al., 2002).

o La voie wnt/f-catenin
En absence de ligand, la B-caténine est associée a un complexe multi-protéique, contenant
I’APC (adenomatous polysis coli), PAXIN et la GSK3p (glycogen synthase kinase 3 B), ce
qui induit sa phosphorylation, son ubiquitination et sa dégradation par le protéasome. La
fixation de Wnt sur son récepteur «Frizzled » (FZD) permet le recrutement du corécepteur
LRP 5/6, entrainant 1’activation de la phosphoprotéine «disheveled » (DSH). L’activation de
DSH induit I’inhibition de GSK3f, ce qui induit la phosphorylation et la dégradation de la
caténine. La B-caténine non phosphorylée s’accumule dans le cytoplasme, puis se transloque

dan le noyau pour se lier au facteur de transription « T-cell specific transcription factor »
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(TCF), avec pour conséquence une activation de la transcription du géne d’intérét (voir figure

15) (Blank et al., 2008 ; Moon et al. 2004).

Frzzisa T N J

Nsture Reviews | Genatics

Figure 15 : Schéma de la voie de signalisation Wnt/p-caténine (Moon ef al., 2004).

a) EnD’absence de Wnt, la B-caténine est dégradée et les génes cibles potentiels sont dans un état réprimé.

b) La liaison de Wnt sur son récepteur Frizzled entraine I’activation de DSH et 1’inhibition de GSK3p.
Ceci réduit la phosphorylation et la dégradation de la B-caténine. Comme la B-canténine s’accumule
dans le cytoplasme, elle peut transloquer ultérieurement dans le noyau, se lier au TCF et induire la

transcription des génes cibles

La voie Wnt/l-caténine est impliquée dans la prolifération, la différenciation et la motilité
cellulaire. L'activation de cette voie et ses conséquences transcritionnelles est déterminée par
I'accumulation nucléaire de B —caténine (Van de Wetering et al., 2008). Plusieurs études ont
démontré le role de la B-caténine dans la régulation de 1’auto-renouvellement des CSC et dans
le maintien de la pluripotence des cellules souches embryonnaires (CSE) (Martello ez al.,
2012 ; Qiu et al., 2015) et des cellules souches hématopoiétiques (Dolnikov et al., 2014). La

surexpression de B-caténine consécutive a la suppression de GSK3 maintient les propriétés
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déléteres des CSC ; ceci a été décrit pour le cancer du colon (Venugopal et al., 2015), de la
prostate (Chen et al., 2014), du sein (Woodward et al., 2007) et des poumons (Qi et al., 2015).
En conclusion, les trois voies de signalisation susmentionnées jouent un rdle majeur dans la
régulation de la différenciation et de 1’auto-renouvellement des CSC. Une perturbation de ces
voies suite a des altérations génétiques ou épigénétiques favorise I’émergence du processus

tumoral.

Voies de signalisation Voie de signalisation Voiesde signalisation Voie de signalisation
Hedgehog & TGF-p Wnt/p-caténine STAT 3 & NF-KB Motch

B-caténine/TCF

c-myc f
cycline D1

E-Cadhérine

Cycle
Cellulaire

AUGMENTATION DE I' AUTORENOUVELLEMENT CELLULAIRE — PROLIFERATION - DIMINUTION DE
LUAPOPTOSE ET DE LA SENESCENCE CELLULAIRE

RECURREMNCE ET CHIMIORESISTANCE

Figure 16 : Représentation schématique des principales voies de régulation impliquées
dans les mécanismes de chimiorésistance des CSC (Alison et al, 2010 ; Fan et al, 2010 ;

Merchant et al, 2010 ; Park et al, 2005; Siddique et Saleem, 2012; Song et al, 2009).

3.2.8 Résistance aux traitements anti-tumoraux
Les CSC résistent aux traitements anticancéreux actuels (radiothérapie et chimiothérapie) par
différents mécanismes. Cette résistance est due a la surexpression ou a la répression des genes
clés qui permettent aux CSC d’échapper aux processus de différenciation et d’apoptose. Ainsi

les transporteurs d’efflux ABC (ATP binding cassette) se trouvent surexprimés dans les
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cancers résistants aux traitements actuels. Ces transporteurs actifs utilisent I’ATP pour faire
sortir les molécules actives vers le milieu extracellulaire. Plusieurs transporteurs ont été
identifiés dans les CSC, a savoir la glycoprotéine P (P-gp ou ABCBI1), la protéine de
résistance au cancer du sein (BCRP ou ABCG2) et la protéine liée a la résistance aux
médicaments multiples (MRP). D’une fagon plus exhaustive, le transporteur ABCBS se
trouve également surexprimé dans les mélanomes humains agressifs résistants a la
doxorubicine (Frank et al., 2005). Dans de nombreux cas, les CSC issues de glioblastome ont
montré une forte résistance a un traitement anticancéreux a base d’étoposide. Le taux de
survie des patients atteints de ce cancer est lié en fait au niveau d’expression de MRP (Jin ef
al., 2010). La surexpression de BCRP (ABCG2) est associée a une augmentation de
I’expression de CD133 et a une dérégulation de la voie AKT dans plusieurs sous populations
(SP) de CSC résistantes aux médicaments. La méme étude démontre que la voie de
signalisation Akt est capable de réguler I’activité¢ d’efflux de la SP des CSC, via une
modification de la localisation subcellulaire du transporteur ABCG2. Par voie de
conséquence, 1’inhibition de la voie Akt non seulement supprime la prolifération des CSC,
mais également améliore la sensibilité des cellules chimio-résistantes (Hu et al., 2008). Les
CSC possedent une grande capacité de réparation des dommages causés a I’ADN et échappent
alors aux processus apoptotiques.

Récemment, il a été observé que de nombreux types de CSC résistent a I’apoptose grace a leur
capacité de surexprimer les protéines anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 (B-cell lymphoma-
2) et les inhibiteurs des protéines apoptotiques (He et al., 2014). A titre d’exemple, la
surexpression de Bcl-2 inhibe ’apoptose et 1’autophagie des CSC du cdlon, contribuant ainsi
a la chimiorésistance (Wu et al., 2013).

L'épuisement des niveaux d'oxygene dans les tissus (hypoxie) a longtemps été considéré
comme une caractéristique majeure du micro-environnement tumoral et un contributeur
potentiel a la tumorigénicité accrue des CSC. Les facteurs de transcription qui répondent a
I'hypoxie sont appelés des facteurs induits par I'hypoxie (HIF s). Ces facteurs empéchent la
différenciation cellulaire, favorisent la formation de vaisseaux sanguins et surtout régulent de
facon négative le processus pro-apoptotique, en activant des enzymes de réparation de
cassures d’ADN et en induisant le développement de cellules tumorales résistantes aux agents

thérapeutiques par activation des transporteurs d’efflux ABC (Harada et al., 2007).
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4. Les cellules souches mammaires
4.1. Les cellules souches mammaires normales

La glande mammaire se développe chez I'embryon a partir de la formation de bourgeons
mammaires primitifs. Apres la naissance, elle subit un grand nombre de changements lors de
la puberté, et chez I'adulte au cours de chaque cycle menstruel et des grossesses, ces processus
nécessitent un autorenouvellement cellulaire continu garanti par la présence des cellules
souches mammaires et impliquent aussi la participation d’une population cellulaire
hétérogene incluant des progéniteurs précoces (luminales et myoépithéliales) ainsi que toutes
les cellules constituant 1’épithélium mammaire différencié (Visvader, 2009).

L'importante capacité proliférative et régénérative du tissu mammaire lors de chaque cycle
reproductif et I'existence de différents lignages cellulaires ont suggéré l'existence de cellules
souches de la glande mammaire a la fin des années 50 grace a des travaux réalisés par Deome
et son équipe qui ont effectué des expériences de transplantation de clones cellulaires capables
de générer un réseau ductal et alvéolaire complet chez la souris (Deome et al., 1959). Des
expériences successives ont démontré que la greffe d’une seule cellule dans le tissu adipeux
de la glande mammaire de souris peut conduire au développement d’une glande mammaire
complete et fonctionnelle (Kordon and Smith, 1998; Shackleton et al., 2006). Au courant de
cette derniere décennie, on a exploré le potentiel de reconnaissance de la régénération des
cellules épithéliales mammaires humaines (Stingl, 2009; Villadsen et al., 2007). La glande
mammaire est formée de deux types de cellules: les cellules myoépithéliales qui permettent la
contraction des canaux pour expulser le lait vers le mamelon et les cellules luminales qui
structurent la glande et peuvent se différencier soit en cellules canalaires, soit en cellules
produisant du lait. Une sous-population présentant une forte expression de CD49f et une tres
faible expression de la molécule d’adhésion EpCAM a été récemment mise en évidence pour
ses capacités d’autorenouvellement in vivo (Eirew et al., 2008; Lim et al., 2009). Grace a des
techniques de tracage cellulaire, la présence de cellules souches unipotentes a été démontrée a

la fois dans des lignées luminales et myoépithéliales (Van Keymeulen ez al., 2011).
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Figure 17 : Modéele de différenciation hiérarchique de I’épithélium mammaire
(Visvader, 2009).

4.2. Les cellules souches du cancer du sein
Le cancer du sein est un des premiers cancers solides dans lesquels les CSC ont pu étre
identifiées et isolées. Les CSC du sein proviendraient soit directement de cellules souches
normales suite a une altération génétique, soit de cellules progenitrices, qui pourraient
acquérir des propriétés d'auto-renouvellement. Selon les types d’altérations génétiques et de
par leur capacité a s'auto-renouveler et a se différencier, ces cellules souches cancéreuses vont

étre a l'origine de la tumeur et de ses récidives. La dichotomie luminal/basal-like des cancers

du sein pourrait dériver des progéniteurs lumineux ou myoépithéliaux (Figure 18).

34



Chapitre I : Revue Bibliographique

Sous-type Claudin’®
o Luminal Luminal B Luminal A

& 8 8

tumorale Normal-like

]
1
] /' ‘..

' « | Cellule
'

]

/ Q‘ ductale
IO /

- \ HF l\ 2 @ HER-2
Cellule ,,N ogeniteur
souche )= > ‘O luminal \
quiescente Q U \ Vs 7 \\‘ ——
) _/ alvéolaire
Cellule O | —
. b ”l \
Progenileur Z f’;/"'“;/" “ Cellule

<R . 4 P
myoépithélial il / . myoépithéliale
=

1
&

Basal-like

Figure 18 : Schéma de la différenciation épithéliale mammaire normale et tumorale

(Visvader, 2009).

La premiere identification d'une CSC dans les tumeurs solides est issue du travail de Al-Hajj
et al. en 2003. A partir de métastases issues de cancer du sein, une population de phénotype
CD44*CD24"°Y/ESA*™™ a été initialement identifiée comme étant des cellules souches.
Deux cents cellules présentant ce phénotype injectées dans le tissu adipeux de la glande
mammaire de souris immunodéprimées NOD-SCID (Nonobese diabetic/severe combined
immunodeficiency), ont été capables de former une tumeur du sein, alors que des cellules
provenant d'autres populations ne pouvaient pas former de tumeurs méme lorsque des
dizaines de milliers de cellules étaient injectées. (Al-Hajj et al., 2003). En outre, ces cellules
étaient capables de reconstituer 1’hétérogénéité de la tumeur initiale.

Des techniques préalablement validées pour les cellules souches adultes normales ont
également été utilisées pour isoler les cellules souches cancéreuses du sein, ces techniques
s’appuient sur [’évaluation de [D’activit¢é de I’enzyme aldéhyde déshydrogénase (test
ALDEFLUOR), la présence d’une Side Population, la formation de mammospheres (Dontu e?
al., 2003b; Ponti et al., 2005), leur quiescence ou encore sur d’autres marqueurs

membranaires (Britton et al., 2012; Ginestier et al., 2007; Harmes and DiRenzo, 2009;

35



Chapitre I : Revue Bibliographique

Katayama et al., 2009). Les cellules positives pour ALDEFLUOR ont un potentiel
métastatique accru. Ainsi, les cellules ALDH+ issues des tumeurs (cellules positives pour
ALDEFLUOR) sont jusqu’a mille fois plus tumorigenes et ont une capacité invasive accrue
par rapport aux cellules ALDH- (cellules négatives a ALDEFLUOR) (Charafe-Jauffret ez al.,
2009). De tels marqueurs permettront d’isoler les CSC et de les étudier. Sur ces populations
enrichies, il sera possible de pratiquer nombre d’études in vitro et in vivo (expression génique,
protéomique, tests de tumorigénicité, de sensibilité aux drogues, obtention de lignées, étude
du role des microARN, etc.) qui augmenteront notre compréhension de la maladie.

Il est a noter que différents cancers du sein pourraient dériver de CSC différentes en prenant
en considération 1I’hétérogénéité cellulaire caractérisant la glande mammaire, avec la présence
des deux types de cellules progénitrices (luminales et myoépithéliales). L’étude des cellules
souches dans diverses lignées cellulaires représentant les différents sous-types moléculaires
de cancer du sein a permis de prouver 1’hétérogénéité des cellules souches mammaires. Bien
que les CSC puissent provenir d'une cellule souche normale ayant subi des mutations
cancéreuses, elles peuvent également provenir d'un progéniteur plus différencié ayant acquis
des capacités d'auto-renouvellement. Malheureusement, en raison de la nature complexe de
l'auto-renouvellement des cellules souches, il est peu probable qu'une voie unique soit

responsable de l'autorenouvellement des CSC.

- Implications thérapeutiques des cellules souches cancéreuses du sein

Malgré la complexité des cellules souches cancéreuses, il est clair que les propriétés
«souches» contribuent aux aspects les plus néfastes de la malignité d'une tumeur et sont donc
des cibles de choix pour les traitements anticancéreux. Cependant, les cellules souches du
cancer du sein résistent a la plupart des thérapies prescrites et, en ciblant préférentiellement
les cellules cancéreuses « non souches », la plupart des approches traditionnelles augmentent
la proportion de cellules souches du cancer du sein. Par exemple, dans une lignée cellulaire de
cancer du sein murin, une semaine de traitement avec du Paclitaxel et de 'Epirubicine a suffit
pour constater la survie de la majorité des cellules exprimant le profil CD44 * / CD24 (Li et
al., 2008). Des résultats similaires ont été rapportés avec le Docétaxol (Creighton et al., 2009)
et le Cisplatine pour les cancers du sein positifs au BRCA (Shafee et al., 2008).

A T'heure actuelle, la résistance des cellules souches aux thérapies couramment utilisées pose
un probléme majeur pour le succes du traitement des patientes atteintes d'un cancer du sein.

La capacité des cellules souches du cancer du sein de survivre a des traitements qui réduisent
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en temps normal la croissance tumorale suggere qu'elles peuvent étre responsables de la

rechute de la tumeur apres un traitement.

4.3 Les marqueurs des cellules souches du cancer du sein

Les cellules souches cancéreuses sont identifiables et quantifiables grice a deux types
distincts de marqueurs tumoraux : Les marqueurs sécrétés qui permettent d’estimer le nombre

de CSC, tandis que les marqueurs de surface (Tableau 01) révelent I’identité de ces dernieres.

Tableau 01: Les marqueurs de surface des cellules souches cancéreuses identifiés dans

les tumeurs humaines (Akos et al, 2012 ; Alison et al, 2012 ; Grotenhuis et al, 2012).

Type de tumeur Marqueurs des C5Cs
Cerveau CD133+; SP, intégrine a6

. CD133+; CDM33+ CD1334 CD44+; EpCAM-/ CD4g-/
colen CDM66-; CD44+/ALDH1; ALDH1; EpCAM+/ ALDH1+
Endométre CD133+
Estomac (Dggq+| CD24+
Foie CDM33+ ; CD44+ CDgo+; ALDH/ CD133+; GEP; SP
Leucémies [LMA, LMC) D34+ CD38-; ALDH+
Mélanome ABCBs
Ovaires CD133+; CD44+f COH17+; CD44+ MyD88; SP
Fancreas CD44+/ CD24+/ EpCAM+ ; CD133+; c-met
Fouman CD133+; SP; CDi33+f ASCL/ ALDH1
Prostate CH33+f CD44+/ azf1; CD44+; CD44+/ CD24-; ALDH1
Rein CDvog+
Sein CDa4+f CD24-f ALDH+; ALDH+; CDgo+
Téte et cou CDg4+; 5P; CDag+/ ALDH1+
Thyroide SP

ABCBS : ATP-binding cassette sub-family B member 5 ; ALDH : aldéhyde déshydrogénase ; ASCL1 : achaete-
scute complex homologue 1 ; EpCAM : molécule d’adhésion épithéliale ; GEP : granulin-epithelin precursor ;
CD133 (prominine 1), CD34, CD38, CD44, CD105, CD117 (c-kit) : Glycoprotéines transmembranaires ;
CD90 (Thyl), CD166 : immunoglobulines ; a2p1 : intégrine a21 ; MyD88 : myeloid differentiation primary

response gene (88) ; SP : side population
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L’identification des sous-populations des CSC est rendue compliquée par la grande
hétérogénéité de phénotypes et de profils génétiques des CSC, selon le tissu considéré mais
également pour un méme organe (Morrison et al, 2011; Visvader & Lindeman, 2008) (figure
20). Dans ce chapitre je présenterai les différents marqueurs de CSC du sein proposés dans la

littérature, et leurs propriétés.

Glioblastome

CD133+
Téte et cou
CD44+
Sein Mélanome
CD44+/CD24-/ALDH+ ABCB5+
Moelle osseuse Poumon
CD34+/c-kit+/FcyRIN/II+/Gr1 CD133+

’ Pancréas
Foie CDA4+/CD24+/ESA+
CD133+
Colon
CD133+

Figure 19 : Principaux marqueurs de CSC identifiés, en fonction de 1'organe considéré

(Adapté de Morrison et al., 2011)

4.1.1 Side Population (SP) : marqueur de cellules souches normales

et cancéreuses
Les populations SP sont enrichies en cellules primitives et indifférenciées. 1l s’agit donc d’une
source riche en cellules souches et un outil alternatif utile dans les situations dans lesquelles
les marqueurs moléculaires des cellules souches ne sont pas connus.
Ces cellules ont été mises en évidence par une technique utilisée en 1996 par 1’équipe de M.
Goodell pour isoler les cellules souches normales et constituent depuis un modele intéressant

pour 1’étude des cellules souches, notamment hématopoiétiques, murines et humaines.
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En cherchant a identifier des cellules souches hématopoiétiques en cours de division
cellulaire, a 1’aide de I’intercalant de 1’ADN Hoechst 33342, ces auteurs ont montré qu’une
petite proportion de cellules détectable en cytométrie en flux possede la capacité d’exclure le
Hoechst 33342 -toxique par ailleurs- a 1’aide, notamment, des pompes membranaires ABCG2
et MDRI.

Dans un certain nombre de modeles tumoraux, les cellules SP sont considérées comme une
population enrichies en cellules souches cancéreuses dont la capacité d’efflux des drogues
pourrait constituer une des causes majeures de résistance aux traitements.

La fonctionnalité SP a été décrite dans de nombreux modeles de tumeurs solides, comme celle
du sein, de la prostate, de la thyroide, de 1’estomac, et du poumon. Dans ces modeles, les
cellules SP sont fortement enrichies en cellules souches cancéreuses. En effet, les cellules SP
constituent ’essentiel de la capacité d’initiation des tumeurs apres xénogreffe dans des souris

NOD/SCID (Wu & Alman, 2008). Par ailleurs, ces cellules SP sont plus résistantes aux agents
anti-cancéreux que le reste des cellules tumorales (Wu & Alman, 2008). La fraction SP dans

I’épithélium mammaire normal, se compose de cellules relativement indifférenciées, ayant la
capacité de former des structures mammaires différenciées canalaires et lobulaires
lorsqu’elles sont transplantées in vivo (Alvi et al, 2003). Par la suite, il a été suggéré que la
sous population SP pourrait permettre d’identifier et d’isoler les CSC. En 2010, Nakanishi et
al ont mené la premiere €tude décrivant des cellules SP dans des tumeurs mammaires
primaires, ils ont également mis en évidence une corrélation entre la fraction SP et le sous
type luminal, ainsi qu’un role de la voie HER2/AKT dans I’expansion de ces cellules
(Nakanishi et al, 2010).

L’utilisation de la fraction SP pour étudier les CSC présente 1’avantage d’étre commune a
tous les types de cancers, contrairement aux marqueurs de surface qui different selon les
organes.

4.1.2 Marquage CD24-/CD44-

Les marqueurs de surface CD24 et CD44 sont utilisés couramment depuis plusieurs années
pour identifier les CSC dans différentes tumeurs solides, notamment dans les cancers du sein
et du pancréas. La fiabilité et les certitudes quant a ces marqueurs dépendent du type de

tumeur étudiée (Jaggupilli & Elkord, 2012).
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v Propriétés des cellules CD24./CD44+ dans les cancers du sein
En 2003, un groupe de chercheurs (Al-Hajj et al., 2003) a montré que les tumeurs mammaires
dérivent de cellules souches somatiques adultes. Afin de comprendre les mécanismes
régissant I’hétérogénéité des tumeurs solides, AL HAIJJ ef al. (2003) ont utilisé des modeles
murins immunodéficients : des souris femelles NOD/SCID de huit semaines d’age.
Pour distinguer les cellules entre elles, les auteurs ont utilisé la cytométrie en flux, permettant
ainsi de trier les cellules en fonction de I’expression différentielle de marqueurs de surface.
Les anticorps utilisés étaient dirigés contre les antigenes CD44, CD24, B38.1, 1’antigene
spécifique épithélial (ESA, pour epithelial-specific antigen) et 1’antigéne H2K de classe 1. Ils
ont ensuite injecté ces cellules a des souris NOD/SCID.
De leurs expériences, on retient que :
- D’apres a la cytométrie de flux, toutes les cellules de la tumeur n’ont pas le méme pouvoir
tumorigene. Les cellules initiatrices de cancer du sein sont ESA+ CD44+CD24-.
- Ces cellules sont capables de donner naissance a une tumeur et elles permettent de
reproduire I’hétérogénéité de la tumeur de départ.
- Ces cellules initiatrices de cancer sont en petit nombre dans la tumeur d’ou elles
proviennent.
Des études ont confirmé par la suite les propriétés de CSC des cellules CD24-/CD44+ en
montrant la possibilité de les enrichir in vitro. En effet, étant présent en faible nombre dans les
tumeurs humaines, cela en fait un facteur limitant pour le développement de thérapies ciblées.
Ainsi, il est possible de conserver a long terme une forte proportion de cellules CD24-/CD44+
présentant des caracteres de CSC comme la capacité a induire des tumeurs ou 1’expression de
facteurs angiogeniques, grace a la culture de tumeurs humaines sous forme de mammospheres
in vitro (Ponti et al, 2005). Le marquage CD24-/CD44+, couplé ou non au phénotype ESA+,

est le plus couramment utilisé dans la littérature pour étudier les CSC mammaires.

v CD44

CD44 est une glycoprotéine transmembranaire qui a diverses fonctions dans la division
cellulaire, la migration, 1'adhésion et la signalisation. Le CD44 se lie a son ligand primaire,
l'acide hyaluronique (HA). Cette liaison serait responsable de la signalisation cellulaire et de
la régulation d'autres processus biologiques de la cellule. La particularité du gene de CD44 est
de contenir 20 exons que 1’on peut diviser en deux groupes. Les exons 1-5 et 16-20 codent

pour la forme ubiquitaire de CD44, c’est la forme dite standard ou encore CD44s. Les exons
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6-15 aussi appelés v1-v10 subissent un épissage alternatif. Il est estimé qu’en théorie, le gene
de CD44 peut générer jusqu’a plus de 1000 variantes (CD44v) (Goodison et al. 1999).

CD44 a plus de 20 isoformes qui participent a la différenciation cellulaire. Celles
communément connues comprennent 12 isoformes. Celles-ci sont connues sous le nom de
variantes et sont symbolisé€es par "v". La nomenclature pour cela est CD44v #. Ces variantes

peuvent également étre observées dans des cellules pathologiques (Gee et al. 2004).

v' Le role de CD44 dans la progression tumorale

Une dérégulation de 1’expression de CD44 peut s’avérer tres néfaste pour la cellule et
conduire a différentes pathologies. Dans le cadre du cancer, il a été constaté que l'expression
de CD44 est associée a un potentiel accru d'initiation, de progression tumorale et de formation
de métastases. Des variantes spécifiques de CD44 ont été trouvé fortement exprimées dans
certaines cellules souches de cellules métastatiques cancéreuses (Gee et al. 2004). Par
exemple, on pense que le CD44v6 (possédant I’exon variant 6) est impliqué dans les cancers
du sein et les cancers colorectaux (Akisik et al. 2002 ; Olsson et al. 2011). On le retrouve
également dans les carcinomes pancréatiques, les lymphomes non-Hodgkiniens, les
carcinomes du colon ou encore les cancers thyroidiens papillaires (Rudzki & Jothy 1997)
(Ohata et al. 2012 ; Du et al. 2008).

Méme si ces altérations dans I’expression de CD44 ne sont pas a elles seules responsables des
capacités métastatiques des cellules tumorales, il apparait actuellement évident qu’elles y
contribuent fortement. Ces effets peuvent s’expliquer de différentes maniceres et sont
spécifiques d’un type cellulaire donné. Ainsi, I’affinité du récepteur pour 1’acide hyaluronique
pourrait conduire a un détachement facilité des cellules de leur support et faciliter ainsi leur
migration. Une dégradation plus rapide de ce substrat pourrait quant a elle faciliter la
progression des cellules tumorales jusqu’aux vaisseaux sanguins. Sans oublier I’influence que
peut avoir CD44 sur différentes cascades de signalisation intracellulaire et sur I’expression de
nombreuses protéines, elles-mémes impliquées dans ces processus. Tous ces aspects rendent
la compréhension du role de CD44 lors des processus de cancérisation extrémement complexe

et de nombreuses zones d’ombres restent encore a éclaircir.
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4.1.3 ALDH1

Les aldéhyde déshydrogénases constituent une superfamille d’isoenzymes cytosoliques qui
jouent un rdle clé dans le métabolisme des aldéhydes endogenes et exogenes. Les ALDH sont
également impliqués dans la détoxification des aldéhydes intra-cellulaires en acides
carboxyliques, et de I’oxydation du rétinol en acide rétinoique. Ces enzymes jouent
notamment un role critique dans la différenciation des cellules souches hématopoietiques, en
effet I’acide rétinoique agit comme facteur de transcription, contrdlant des processus
biologiques tels que la prolifération, la différenciation, I’arrét du cycle cellulaire et 1’apoptose
(Balicki, 2007; Douville et al, 2008; Marcato et al, 2011).

A ce jour, dix-neuf différentes isozymes d'ALDH humaines ont été identifiées, ALDH1 en est
la principale isoforme. ALDHI code une isoforme enzymatique distincte localisée dans le
cytoplasme et joue un rdle clé non seulement dans la régulation du métabolisme des
aldéhydes mais aussi dans la différenciation cellulaire, la prolifération (Matsuda et al. 2013)
(Huang et al. 2009) et la motilité (Moreb et al. 2008).

Certaines CSC ont une ou plusieurs activités ALDH (Tanei et al. 2009) qui leur permettent de
résister a certains traitements par des agents anti-cancéreux. L’activité ALDH devient alors un
marqueur fiable, indicatif, de la présence de cellules souches au sein de tissus présentant des
transformations malignes. L'ALDH1 a été suggérée comme marqueur du CSC, et une relation
entre l'expression de ce marqueur et le pronostic du cancer a été proposée (Fedyanin et al.
2017 ; Zhou et al. 2016). Son activité a notamment €t€ proposée comme marqueur potentiel
de CSC du sein en 2007, par Ginestier et al. (Ginestier et al, 2007a). Ainsi, leurs travaux ont
montré qu’une augmentation de l'activité de I'ALDH1 observée dans les cellules mammaires
souches/progénitrices normales et malignes, peut servir d'indicateur de mauvais pronostic.
L’expression ALDHI1 est également désignée dans ces travaux comme un puissant facteur
pronostique de survie globale (Balicki, 2007; Ginestier et al, 2007a). L’analyse des
sous-populations cellulaires ALDH+ sur un panel de lignées de cancer du sein confirme ces
caractéristiques de CSC, telles que la tumorigénicité accrue en souris NOD/SCID, 1’auto-
renouvellement et la différenciation (Charafe-Jauffret er al, 2009b). La sous-population
ALDH+ surexprime de plus des genes connus pour jouer un rdle dans la maintenance des
cellules souches : NOTCH2, NFYA, RMB15/OTT, TPRXL, ST3GAL3.

La détection des ALDH est souvent réalisée par des techniques d’histologie, qui permettent de
mettre en rapport les protéines suspectées. Cependant, cela peut s’avérer complexe, puisque

des contributions de multiples isoenzymes d’ALDH distinctes peuvent €tre observées en
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fonction du tissu tumoral considéré (Douville et al. 2009 ; Ginestier et al. 2007 ; Marcato et et
al. 2011). Quasiment toutes les isoenzymes ont été€ corrélées a des types de cancers (sein,
prostate, colon, rectum, estomac, oesophage, pancréas, vessie, poumon, systeme
hématopoiétique) et il est encore nécessaire de bien définir la nature de 1’isoenzyme

responsable de la forte activité ALDH dans chaque type de cancer (Pors et al. 2014).

4.1.4 Autres marqueurs de CSC du sein et associations de marqueurs
Bien que les travaux utilisant les marqueurs CD24/CD44, ALDH et SP représentent une tres
grande majorité de la littérature des CSC du sein, quelques autres marqueurs ont été proposés

pour identifier et isoler ces CSC, souvent en association avec les phénotypes les plus courants.

v" CD133/promininl
CDI133 ou prominine-1, une glycoprotéine de surface cellulaire a cinq domaines
transmembranaires, initialement associée au cholestérol et décrite plus tard comme un
biomarqueur spécifique pour sélectionner les cellules progénitrices hématopoiétiques
humaines. CD133 est reconnu comme un biomarqueur important pour identifier et isoler la
sous-population de CSC dans de nombreux types de néoplasmes. Elle est notamment utilisée
pour isoler les CSC du glioblastome et du cancer colorectal, entre autres (Singh et al., 2004)
(Charafe-Jauffret et al, 2009a). Les cellules CD133+ ont des propriétés souches telles que la
résistance aux médicaments, l'auto-renouvellement, la capacité de différenciation; une
prolifération élevée et sont également capables de former des tumeurs dans les xénogreffes.
Ces cellules CD133+ sont plus résistantes au rayonnement et a la chimiothérapie standard que

les cellules CD133 (Deonarain et al. 2009 ; Irollo et al. 2013).

La valeur clinique de CD133 dans le sein a été examinée par quelques études, parmi
lesquelles celle de Zhao et al., qui concluent a son intérét dans la prédiction du pronostique
des cancers triple-négatifs (Zhao et al, 2011). Dans les études in vitro, CD133 est
généralement utilisé en association avec d’autres marqueurs de CSC. Ainsi, Croker et al. ont
étudié le pouvoir métastatique de cellules triées a partir de lignées cancéreuses mammaires
humaines en fonction de leurs phénotypes ALDH, CD24, CD44 et CD133 (Croker et al,
2008). Leurs travaux montrent que les cellules de type ALDH+/CD44+/CD24- et
ALDH+/CD44+/CD133+ se divisent plus vite, forment plus de colonies, sont plus invasives

in vitro, et sont plus métastatiques in vivo que les cellules de type ALDH+/CD44-.
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v" CD201/PROCR
Le récepteur de surface PROCR est un marqueur de cellules souches embryonaires, neurales,
hématopoiétiques et folliculaires (Ivanova et al, 2002). Dans le sein, ce marqueur serait
étroitement associé a I’expression de la protéine CD44. Ainsi toutes les cellules CD44" sont
également PROCR", d’aprés I’étude de Shipitsin et al., qui démontre les similarités
moléculaires existant entre les cellules cancéreuses de type CD44+/PROCR=+ et les cellules

souches normales (Shipitsin et al, 2007).
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5. PROBLEMATIQUE ET OBJECTIFS
5.1. Problématique :

Les cancers du sein représentent la premicre cause de mortalité induite par cancer chez la
femme. Parmi eux, il y a des tumeurs mammaires, notamment les triple-négatives,
considérées comme les plus agressives, car elles ne répondent ni aux traitements hormonaux,
ni aux thérapies ciblées. Ces cellules tumorales dérivent de cellules souches mammaires peu
différenciées. Ainsi, les tumeurs mammaires triple-négatives sont enrichies en cellules
souches cancéreuses mammaires. La chimiothérapie conventionnelle est le traitement de
référence mais avec une efficacité relative et un fort taux de récidive. Ces récidives pourraient
étre lies au fait que la chimiothérapie affecte peu les cellules souches cancéreuses. Il est
maintenant admis que cette population s’accroit au sein de la tumeur apres utilisation des
thérapies conventionnelles. Les cellules souches cancéreuses mammaires sont ainsi
probablement a ’origine de la progression tumorale, de la récidive et de la formation de
métastases. Il est donc pertinent de développer des stratégies thérapeutiques qui ciblent les

tumeurs mammaires enrichies en cellules souches cancéreuses.
Dans ce contexte, il est impératif de :

- Classer les cancers du sein en sous-types moléculaires selon 1’expression des
récepteurs hormonaux dans les tumeurs. Les cancers du sein seraient ainsi classés en
groupes de bon pronostic et de mauvais pronostic. Ceci permettrait de traiter les
patientes atteintes de sous-types moléculaires particulierement agressifs de cancer du
sein, tel que le triple-négatif, pour lequel aucune thérapie ciblée n’existe a ce jour.

- Inclure dans le diagnostic du cancer mammaire en routine 1’analyse du statut des
principaux marqueurs des cellules souches cancéreuses, tels que ALDHI1 et CD44 par
la technique d’immunohistochimie, permettant ainsi de faire bénéficier a chaque
patiente d’une thérapie ciblée selon la présence ou non de cellules souches

cancéreuses dans leurs tumeurs. Ainsi, le taux de survie sans rechute en serait

fortement amélioré.
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5.2. Objectifs :
L’objectif de notre recherche était :

- D’étudier les caractéristiques histocliniques et moléculaires des tumeurs issues de
patientes atteintes de cancer du sein dans la région du nord-ouest de I’ Algérie.

- De classer les cancers du sein en sous-types moléculaires distincts par une approche
immunohistochimique.

- D’identifier les cellules souches cancéreuses (CSC) par I’expression de marqueurs de
surface spécifiques des CSC, ALDHI et CD44 dans les tumeurs mammaires par une
approche immunohistochimique.

- D’étudier la distribution des CSC dans les différents sous-types moléculaires du
cancer du sein.

- De corréler D’expression de ALDHI et CD44 avec les différents parametres

histocliniques et moléculaires.
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ABSTRACT

Breast cancer represents the most common malignancy and leading cause of death among women worldwide and
particularly in Algeria. Some breast cancer subtypes are of poor prognosis causing drug resistance that has
become the major cause of treatment failure. The cancer stem cell (CSC) hypothesis has important clinical
implications for cancer therapeutics because of the proposed role of CSCs in chemoresistance. Putative breast
cancer stem cells might express surface markers such as aldehyde dehydrogenase 1 (ALDH1) and Cluster of
differentiation 44 (CD44) proteins. The aim of this study was to explore the expression of these proteins in breast
cancers from an Algerian population and their associations with the clinicopathological characteristics and breast
cancer subtypes.

Methods: Clinical information was obtained by reviewing preoperative and postoperative medical records for 4
years, then 46 paraffin-embedded breast carcinoma samples were analyzed by immunohistochemical methods.
Finally, statistical analyses were to evaluate associations between CD44 and ALDHI expressions and various
clinicopathological parameters including breast cancer subgroups

Results: In total, 9 tumors (21%) expressed ALDH]1, whereas 11 (28%) expressed CD44 protein. Expression of
ALDHI1 was associated with high young age (P =0.05), Progesterone receptor positivity (P = 0.014) and triple
negative breast cancer (P=0.045). On the other hand, CD44 expression was associated with SBR grade II (P =
0.057), HER2 subtype (P = 0.001) and the triple negaive subtype (P = 0.049).

Conclusion: CD44" and ALDH1" phenotypes seem to identify CSC with distinct levels of differentiation. It
seems that the biomarkers that identify breast CSC within the breast cancer subtypes need to be better explored,

*Corresponding author: Email: addouklouche.lynda@yahoo
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1 Matériels et méthodes

1.1 Etude clinicopathologique

46 patientes atteintes de cancer du sein ont été recrutées dans cette étude. Il s’agit de patientes
diagnostiquées au Centre hospitalo-universitaire Hassani Abdelkader de Sidi Bel Abbes, au
centre hospitalo-universitaire d’Oran et a 1’Hopital Militaire Universitaire et Régional d’Oran
(HMRUO) entre Janvier 2009 et Décembre 2013. Les données histocliniques ont été

recueillies a partir des dossiers des patientes du service d’oncologie.

1.2 Matériel Biologique : Prélevements et traitements
L’étude a porté sur 46 patientes atteintes de cancer du sein et ayant subi une mastectomie. Les
tumeurs ont été€ incluses en paraffine, les blocs obtenus découpés au microtome ont fait 1’objet

d’une étude histologique et immunohistochimique.

1.3 Préparation des tissus

Les prélevements ont été fixés dans du formol a 10%, tamponné a la neutralité, pendant 24
heures et inclus en paraffine.

Pour notre étude, 6 lames par bloc (de coupes sériées) de 2 micrometres ont été réalisées a
I’aide du microtome : 5 lames pour I’immunohistochimie et une lames pour I’histologie, ce
qui correspond a 276 lames au total (230 lames immunohistochimiques et 46 lames
histologiques). Les coupes ont été étalées sur des lames silanisées suivant la technique du
bain-marie qui consiste a faire flotter le ruban de 1’échantillon dans ce dernier, préchauffé a
40°c puis récupérer la coupe histologique sur la lame qui y adhere sans substance collante, les

lames seront ensuite séchées a 1’étuve a 56°c pendant 12 heures.

1.4 Histologie classique
Pour chaque prélevement, une des coupes a été colorée a I’Hémalun-Eosine afin d’établir le

type histologique exact de la tumeur selon les criteres histologiques standards.
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1.5 Technique immunohistochimique (IHC)

1.5.1 Anticorps primaires

Différents anticorps ont ainsi été utilisés avec leurs dilutions correspondantes:

Un anticorps monoclonal dirigé contre le récepteur de 1’oestrogene a (Dako; clone
1D5). Dilution: 1/100

Un anticorps monoclonal dirigé contre le récepteur de la progestérone (Dako; clone
PgR 636). Dilution: 1/100

Un anticorps monoclonal dirigé contre HER2 (Dako, clone PN2A). Dilution: 1/100
Un anticorps monolclonal dirigé contre ALDHI1 (Thermo-Fisher scientific ; clone
5A11). Dilution : 1/50

Un anticorps monoclonal dirigé contre CD44 (Thermo-Fisher scientific; clone 156-

3C11). Dilation : 1/100

1.5.2 Protocole de ’'immunomarquage sur tumeur
Des coupes histologiques d’une épaisseur de 2 micrometre ont ét€ réalisées sur des
lames silanisées afin d’éviter le décollement des coupes lors des différentes procédures
immunohistochimiques. Les lames sont déparaffinées dans des bains de xylene (4 fois
pendant 5 minutes) et réhydratées dans des bains successifs d’actone (2 fois pendant 5
minutes) puis dans de I’eau courante durant 5 minutes.
Les échantillons passent au démasquage antigénique afin de restaurer
I’immunoréactivité de 1’antigeéne recherché (target retrieval solution Citrate pH 6.0.
Ref S1699) dans un bain-marie bouillant pendant 50 minutes, puis sont mis a refroidir
sur la paillasse a température ambiante pendant 20 minutes et rincés au Tampon
Phosphate Salin (PBS. Ref. S3024 ; Dako, France).
L’activité peroxydase endogene est inhibée par incubation des coupes dans une
solution oxygénée (H202) pendant 30 minutes puis rincée a I’eau pendant 5 minutes.
Les coupes sont ensuite délimitées au stylo DakoPen (Dako SA, Trappes, France).
Les lames sont incubées a 1’anticorps primaire (les anticorps primaires sont appliqués
aux dilutions indiquées plus haut) pendant 1 heure. Nous appliquons environs 250
microlitres d’anticorps dilué par lame ; nous effectuons ensuite 4 rincages de 5
minutes dans du PBS.
Les échantillons sont incubés avec 1’anticorps secondaire HRP lapin/souris, Dako real

envision; Réf.K5007, Dako, France) a température ambiante pendant 30 minutes.
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L’activit¢ peoxydase est révélée par application du révélateur DAB
(Diaminobenzidine Tetrahydrochloride) associé au chomogene incubés dans la
chambre humide pendant 15 minutes (Ref. K5007 ; Dako, France). Un rincage a 1’eau
est ensuite effectué. Le chromogene utilisé est oxydé par la peroxydase et donne un
précipité brun insoluble dans 1’eau et les solvants organiques.

Les lames sont contre-colorées avec 1’hématoxyline de Mayers pendant 15 secondes.
Les noyaux se colorent en bleu.

Enfin, les échantillons peuvent étre montés et couverts avec des lamelles dans un
medium de montage permanent et aqueux (Micromount mounting medium ;

Labonord, France).

1.6 Evaluation du statut immunohistochimique

La lecture des lames a été faite séparément par deux médecins anatomopathologistes. Le

niveau d’expression des marqueurs €tudiés a €té établi en se basant sur le pourcentage des

cellules immunopositive et sur I’intensité du marquage:

» <10% étaient classées comme négative et >10% comme positive pour les marqueurs

nucléaires ER et PR.

» L’immunoréactivité membranaire du HER2 : 0 et 1+ marquage absent a faible ; 2+

marquage intermédiaire ; 3+ marquage positif avec surexpression.

Pour CD44 et ALDHI1 : Un systeme de scoring Allred a été utilisé pour l'intensité de
la coloration (0 = négatif, 1 = faible, 2 = modéré, 3 = fort) et la proportion de cellules
colorées (0 = 0%, 1 < 1%,2 =1 2a 10%, 3 =11 a 33%, 4 = 34 a 66%, 5> 67%).
L'intensité et la proportion sont additionnées pour un score final avec 8 valeurs
possibles (les scores de 0 et 2 sont considérés comme négatifs. Les scores de 3 a 8 sont

considérés comme positifs).

1.7 Définition des sous types moléculaires

Les sous types moléculaires du cancer du sein ont été définis sur la base de 1’expression

immunohistochimique des récepteurs hormonaux (RE, RP) et de HER2, le tableau suivant

décrit nos criteres de classification :
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Tableau 02 : critéres utilisés dans notre étude pour la classification moléculaire du
cancer du sein

Sous type moléculaire Criteres utilisés
Luminal A ER+ PR+/- HER2-
Luminal B ER+ PR+/- HER2+
Triple négatif ER- PR- HER2-
HER2+ ER- PR- HER2+

1.8 Analyse statistique

Nous avons d’abord établi la distribution des sous-types moléculaires des cancers du sein a
partir des données histocnliniques de chaque patiente recrutée de 1’hopital militaire régional
d’Oran (HMRUO). Une étude de corrélation a ensuite été réalisée dans le but de rechercher la
relation entre 1’expression des marqueurs de cellules souches ALDHI1 et CD44 et les
différents sous-types moléculaires pour chaque patientes.

L’analyse statistique des données a été réalisée a 1’aide du logiciel SPSS 20.0 (SPSS, Inc.,
Chicago IL, USA). En regle générale, I’ensemble des résultats est représenté par la moyenne
du groupe étudié suivie de son écart type. Les résultats des comparaisons ont €té considérés
comme statistiquement significatifs des lors ou la valeur de la probabilité critique «p » est
inférieure ou égale a 5%. Les intervalles de confiance des moyennes sont a 95% (IC95%).
Pour chaque test statistique utilisé, le test était considéré comme significatif lorsque p (degré

de signification) était inférieur a 0,05.
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2. Résultats

2.1 PARAMETRES CLINICOPATHOLOGIQUES ET MOLECULAIRES DES
TUMEURS MAMMAIRES
Avant de présenter les résultats, il est utile de donner un apercu sur les données histocliniques
des 46 patientes atteintes de cancer du sein, recrutées au niveau du service
d’anatomopathologie de I’HUMRUO. Le tableau 03 résume les différentes données
histocliniques et moléculaires des 46 patientes atteintes de cancer du sein.
Les patientes étaient agées de 27 a 88 ans, 1’age médian est de 51 ans (Tableau 3). Nous
avons observé que 61% des patientes avaient moins de 50 ans, 63% d’entre elles avaient un
grade SBR II. Parmi les 46 patientes, 91% d’entre elles présentaient des tumeurs de type
histologique canalaire infiltrant et 67% présentaient une infiltration des ganglions axillaires.
Nous avons défini et classé les cancers du sein en plusieurs sous-types moléculaires en
utilisant le profil immunohistochimique des tumeurs mammaires étudiées. Nous avons classé
ces carcinomes en 4 sous-types moléculaires, sur les 46 tumeurs étudiées, 30% étaient
classées de type Luminal A, 37% de type Luminal B, 11% de type HER2+ et 22% de type
Triple Négatif. (Figure 20)
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Tableau 03 Description des caractéristiques histologiques, cliniques et moléculaires des
46 patientes atteintes de cancer du sein

Parametres clinicopathologiques Yo

Age (médian) 51 (27-88)
<50 28 (61%)
> 50 18 39%)
T

T1 10 (22%)
T2 26 (56.5%)
T3 7 (15%)
T4 3 (6.5%)
N

0 15 33%)
1 14 30%)
2 11 (24%)
3 6 (13%)
M

X 32 (70%)
0 11 (24%)
1 3 (6%)
Type histologique

CCI 42 (91%)
CLI 3 (7%)
Autre 1 2%)
Grade SBR

I 29 (63%)
I 16 (35%)
Autre 1 2%)
Infiltration des ganglions lymphatiques

Négatif 15 (33%)
Positif 31 (67%)
RP

Négatif 19 (41%)
Positive 27 (59%)
RE

Négatif 16 (35%)
Positif 30 (65%)
HER2

Négatif 35 (76%)
Positif 11 (24%)
Sous-types moléculaires du cancer du sein

HR+/HER2- 21 (46%)
HER2+ 11 (24%)
N 10 (22%)
Chimiothéraphie

Chimiothérapie adjuvante 41 (89%)
Chimiothérapie neoadjuvante 5(11%)
Radiothérapie

Non 25 (54%)
Oui 21 (46%)
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Figure 20 Distribution des cancers du sein selon les sous-types moléculaires sur 46

patientes de "THMRUO

2.2 EXPRESSION DES MARQUEURS DE CELLULES SOUCHES CANCEREUSES
ALDHI ET CD44 DANS LES SOUS TYPES MOLECULAIRES DES CANCERS DU

SEIN ET LEUR CORRELATION AVEC LES DIFFERENTS PARAMETRES
HISTOCLINIQUES ET MOLECULAIRES

Notre travail a porté sur des échantillons de tumeurs mammaires. La technique
d’immunohistochimie a été réalisée au sein du laboratoire d’anatomopathologie de ’THMRUO
sur 43 lames afin de localiser 1’expression du marqueur ALDHI et sur 39 lames pour le
marqueur CD44.

Sur les 43 tumeurs immunomarquées, ALDH1 était négatif dans 34 cas (79.07%) ; son score
était de 1+ dans 3 cas (7%), 2+ dans 4 cas (9.25%) et 3+ dans 2 cas (4.68%). Les cancers

mammaires présentant une coloration 1+ ou plus élevée de ALDHI1 ont été considérés comme

ALDHI + dans l'analyse. De ce fait, sur les 43 cancers du sein, 9 (20.93%) se sont révélés étre
ALDHI1 + (Figure 21).
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Figure 21

Niveau d’expression du marqueur de cellules souches cancéreuses (CSC)

ALDH1 dans les cellules tumorales mammaires.

La surexpression de ALDHI1 était principalement retrouvée chez les femmes pré

ménopausées, de moins de 50 ans (89% des cas). Sur le plan histologique, 100% des tumeurs

ALDHI1+ étaient de type canalaire infilrant. La taille tumorale représente un parametre tres

important qui renseigne sur I’évolution du cancer du sein, dans notre analyse, seulement 11%

des tumeurs ALDH1+ avaient une taille tumorale inférieure a 2 cm. Dans 44% des ALDHI1+,

on retrouvait une infiltration ganglionnaire. Les tumeurs de grade SBR II (sui représente le

grade intermédiaire) étaient majoritaires, ils représentaient 56% des ALDH1+, 33% étaient de

grade III (grade élevé). Quant aux sous-types moléculaires présentant un ALDH1+ ils étaient

représentés comme suit : 11% de Luminal A, 22% de Luminal B, 22% de HER2+ et 44% de

TNBC.
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Figure 22 Expression du marqueur de CSC ALDHI1 en fonction de I’age des
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Figure 23 Expression du marqueur de CSC ALDHI1 selon le type histologique
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Figure 24  Expression du marqueur de CSC ALDH1 selon la taille de la tumeur
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Figure 26 Expression du marqueur de CSC ALDHI1 selon le grade SBR
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Figure 27 Niveau d’expression du marqueur de CSC ALDHI1 dans les différents

sous-types moléculaires du cancer du sein

La surexpression du marqueur de cellules souches ALDHI1 était significativement associée
aux jeunes femmes (p = 0,05) et était significativement corrélée aux tumeurs PR + (p =

0,014) et aux TNBC (p = 0,045) (Tableau 04). Aucune association significative n'a été
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observée entre la surexpression de ' ALDHI et le type histologique, la taille de la tumeur, le

statut des ganglions lymphatiques, 1'état de SBR, ER, HER?2 et Ki67.
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Tableau 04 Corrélation entre I’expression de ALDHI1 et les différents facteurs

histocloniques et moléculaires

Caractéristiques ALDH1 ALDH1 p -VALUE
Négatif positif

Age

<50 18 (53%) 8 (89%) 0.050

>50 16 (47%) 1 (11%)

Type histologique

CAN 30 (88%) 9 (100%) 0.558

LOB 3 (9%)

Autre 1 (3%)

Taille tumorale

<2CM 8 (23%) 1 (11%) 0.395

>2CM 25 (74%) 8 (89%)

Infiltration des ganglions lymphatiques

N- 10 (29%) 5 (56%) 0.143

N+ 24 (71%) 4 (44%)

Grade SBR

I 21 (62%) 5 (56%) 0.969

m 13 (38%) 3 (33%)

RE

RE- 10 (29%) 5 (56%)

RE+ 24 (68%) 4 (44%) 0.143

RP

RP- 11 (32%) 7 (78%)

RP+ 23 (68%) 2 (22%) 0.014

HER2

HER2- 26 (76%) 8 (89%)

HER2+ 8 (24%) 1 (11%) 0.415

KI67

K167 < 14% 12 (35%) 1 (11%)

KI67> 14% 14 (41%) 4 (44%) 0.278

Sous-types moléculaires des cancers du sein

RH+ (29) 26 (90%) 3 (10%)

HER?2 (4) 2 (50%) 2 (50%)

TNBC (10) 6 (60%) 4 (40%) 0,045
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La surexpression CD44 était observée chez 11 patientes (28.20%) parmi les 39 tumeurs
analysées dont 73% avaient moins de 50 ans. 82% des cas positifs étaient de type histologique
canalaire. Nous avons noté que 64% des CD44+ avaient une taille tumorale supérieure ou
égale a 2 cm. Un envahissement ganglionnaire était observé dans 64% des CD44+, il était
également présent dans 75% des tumeurs avec une absence d’expression de CD44. La grande
majorité des cas positifs étaient de grade SBR II (avec 91%) et 9% de grade III. Le Ki67 est
un marqueur de prolifération qui, lorsqu’il est élevé, est associé a un risque élevé de rechute,
notre étude révele que Ki67 était supérieur ou égal a 14% dans 54% des CD44+. Les sous-
types moléculaires étaient distribués sur les tumeurs présentant une surexpression de CD44

comme ceci: 15% luminal A, 22% luminal B et 9% TNBC.

71,80%
80,00%
70,00% -
60,00% -
50,00% - 28,20%

40,00% -

% des tumeurs

30,00% -
20,00% -

10,00% -

0,00%
CD44+ CD44-

Figure 28 Niveau d’expression du marqueur de cellules souches cancéreuses (CSC)
CD44 dans les cellules tumorales mammaires.
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Figure 29 Expression du marqueur de CSC CD44 en fonction de 1’age des patientes
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Figure 30 Expression du marqueur de CSC CD44 selon le type histologique
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Figure 31 Expression du marqueur de CSC CD44 selon la taille de la tumeur
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Figure 33  Expression du marqueur de CSC CD44 selon le grade SBR
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Figure 35  Niveau d’expression du marqueur de CSC CD44 dans les différents sous-

types moléculaires du cancer du sein

Des corrélations statistiquement significatives ont émergé entre CD44 et SBR grade II
(p = 0,057), le sous-type HER2+ (p = 0,001) et le sous-type TNBC (p = 0,049). Aucune
association significative n'a été observée entre la positivité CD44 et le type histologique, la
taille de la tumeur, le statut des ganglions lymphatiques, 1'ER, le PR et le statut Ki67.
(Tableau 05).
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Tableau 05 Corrélation entre D’expression de CD44 et les différents facteurs

histocloniques et moléculaires

Caractéristiques CDh44 CD44 p -VALUE
négatif positif

Age

<50 17 (61%) 8 (73%) 0.482

>50 11 (39%) 3 (27%)

Type histologique

CAN 27 (96%) 9 (82%)

LOB 1 (4%) 1 (9%) 0.202

Autres 1 (9%)

Taille tumorale

<2CM 4 (14%) 4 (36%) 0.139

>2CM 23 (82%) 7 (64%)

Infiltration des ganglions lymphatiques

N- 7 (25%) 4 (36%) 0.478

N+ 21 (75%) 7 (64%)

Grade SBR

I 16 (57%) 10 (91%) 0.057

11 11 (39%) 1 (9%)

RE

RE- 10 (36%) 2 (18%) 0.286

RE+ 18 (64%) 9 (82%)

RP

RP- 13 (46%) 2 (18%) 0.876

RP+ 15 (54%) 9 (82%)

HER2

HER2- 21 (75%) 10 (91%) 0.268

HER2+ 7 (25%) 1 (9%)

K167

K167 < 14% 8 (29%) 4 (36%) 1.000

KI67> 14% 12 (43%) 6 (54%)

Sous-types moléculaires des cancers du sein

RH+ (27) 17 (63%) 10 (37%)

HER2+ (4) 4 (100%) 0.001

TNBC (8) 7 (87,5%) 1(12,5%) 0,049
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Figure 36 Expression des marqueurs des CSC ALDH]1 et CD44 dans les cancers du
sein Gr X40.

A Exemple d’absence d'immunomarquage dans les cellules tumorales (ALDH1-)
B: Marquage positif dans les cellules tumorales (ALDHI +)
C: absence d'immunomarquage dans les cellules tumorales (CD44-)
D: Marquage positif dans les cellules tumorales (CD44 +)
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Discussion

Le cancer du sein, avec 1.7 millions de cas a travers le monde en 2012, soit un cancer
féminin sur quatre, et 552 000 déces en 2014, représente I’une des principales causes du déces
des femmes (Ferlay et al., 2015). En effet, malgré les efforts et les avancées réalisées en
termes de prévention et de dépistage, le cancer du sein reste une maladie complexe, tres
hétérogene et encore peu connue. Cependant, des études transcriptomiques menées ces
dernieres années ont permis de caractériser cinq sous-types moléculaires du cancer du sein :
Luminal A, Luminal B, HER2+, Normal-like et Basal-like (Perou et al.,2000 ; Herschkowitz
et al., 2007, Sorlie et al., 2001 ; Sotiriou et al., 2003).

Dans le traitement des tumeurs mammaires, différentes stratégies thérapeutiques sont
couramment utilisées, comprenant des interventions locales (chirurgie, radiothérapie) et des
traitements systémiques (chimiothérapie ou traitement ciblé) (Siegel et al., 2014). Cependant,
les rechutes et les métastases surviennent couramment (EBCTCG, 2005) en raison de la
présence d'un sous-ensemble de cellules tumorales connues sous le nom de cellules souches
du cancer du sein. Celles-ci représentent une petite population cellulaire présentant des
caractéristiques uniques telles que l'auto-renouvellement, le taux de prolifération élevé et la
capacité de générer des lignées hétérogenes de cellules cancéreuses (Clarke et al, 20006),
attirant l'attention de nombreux chercheurs pour leur potentiel d'utilisation comme cible pour

le traitement du cancer.

Au cours des deux dernieres décennies, la recherche sur le cancer du sein s'est
concentrée principalement sur l'identification, l'isolement et la caractérisation des cellules
souches du cancer du sein (CSCs). Pour ce faire, certains genes ayant des propriétés de
cellules souches ont été étudiés et leurs protéines correspondantes ont ensuite €té validées
comme marqueurs de CSCs (Al Hajj et al., 2003 ; Ginestier et al., 2007). En conséquence,
une multitude d'études ont été publiées décrivant I'impact des CSCs identifiées par ces
marqueurs établis, (tels que le CD44, le CD24 et ' ALDH1), en tant que cellules initiatrices de
tumeur dans la progression du cancer du sein avec une forte tendance a métastaser et a résister
aux traitements thérapeutiques (Ginestier et al., 2007 ; Sheridan et al., 2006 ; Li et al., 2008).
Toutefois, une préoccupation a changé la définition des CSCs: 1'hétérogénéité des cancers du
sein (Martelotto et al., 2014). En raison des observations selon lesquelles tous les marqueurs
CSCs ne sont pas exprimés dans tous les sous-types du cancer du sein, la recherche de

différents marqueurs de CSCs et différentes combinaisons de ces marqueurs pouvant étre
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limitées a un sous-type spécifique ou associées a des formes agressives de cette maladie est en
cours (Neumeister et al., 2010 ; Xiao et al., 2008). Il est donc important de définir quels
phénotypes de CSCs ont un potentiel tumorigene élevé et une grande capacité a résister aux
agents thérapeutiques (Croker et al., 2009).

Les cellules souches cancéreuses, contrairement aux cellules souches normales,
peuvent se diviser de facon illimitée avec une vitesse de prolifération tres faible. Elles sont
identifiables grace a différents marqueurs de cellules souches cancéreuses, notamment dans le
cas des cancers du sein dont les marqueurs d’identification les plus utilisés sont I’ALDHI, le
CD44 et le CD24.

L’identification de marqueurs de cellules souches cancéreuses tels que ALDHI et
CD44 serait d’un grand intérét car cela pourrait mener a une thérapie sur mesure pour des
patientes atteintes par les sous-types de cancer du sein les plus agressifs pour lesquels aucune
thérapie ciblée n’existe a ce jour.

Ginestier et al. ont été les premiers a démontrer l'activité ALDH1 comme marqueur de
cellules souches dans les cellules mammaires normales et tumorales (Ginestier et al., 2007).
L'importance de l'activit¢t ALDHI1 dans le cancer du sein a été explorée seule et en
combinaison avec le phénotype CD44" / CD247 fible:

De nombreuses études révelent que la surexpression des marqueurs de cellules
souches du cancer du sein ALDHI et CD44 serait impliquée dans les mécanismes de rechute
et de récurrence tumorale (Park et al., 2010 ; Trumpp et al., 2008 ; Meyer et al., 2010), la
résistance aux radiothérapies ainsi que les traitements standards (Li et al., 2008) et une forte
propension métastatique (Park er al., 2010 ; Lagadec et al., 2010 ; Charafe-Jauffret et al.,
2009 ; Croker et al., 2012)

Dans notre étude, nous avons exploré 'expression des marqueurs de cellules souches
ALDHI et CD44 sur un échantillon de 46 patientes algériennes de 1'Ouest et avons tenté de
corréler cette expression avec les caractéristiques clinicopathologiques ainsi que les sous-

types moléculaires du cancer du sein.

Nos résultats ont révélé que 89% des patientes ALDHI1 positifs (ALDH1 +) avaient
moins de 50 ans. En effet, I'expression de I'ALDHI était significativement plus élevée chez
les patients jeunes que chez les personnes agées (p = 0,05). Ceci est conforme a Mieog et al.
(2012) qui ont été les premiers a démontrer que 1'expression de I'ALDH1 dépend de 1'age chez

les patientes atteintes de cancer du sein. Des résultats similaires ont récemment été rapportés
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par Tan et al. (2013) et Kang (2014). Il a également été observé que les patientes atteintes du
cancer du sein a un jeune Age ont un mauvais pronostic par rapport aux patientes
diagnostiquées a un age plus avancé (Assi et al., 2013). Ceci sera soutenu par nos résultats qui

suivront.

Les parametres histologiques du cancer du sein tels que la taille de la tumeur, le grade
SBR et la présence ou non d’infiltrations (ou de métastases) au niveau des ganglions
lymphatiques sont des facteurs pronostics essentiels, ils permettent en effet de définir le degré
d’agressivité auquel est confrontée la patiente. Notre analyse rapporte que sur les cas dans
lesquels ALDHI est surexprimé (ALDH1+), la taille tumorale est supérieure ou égale a 2 cm
chez 89% des patientes, aussi 4% des cas présentent des infiltrations ganglionnaires et 56%
sont de grade SBR II (grade intermédiaire). Nos résultats sont conformes a ceux d'une méta-
analyse publiée en 2014 (Liu et al., 2014) et, plus récemment, Kida et al., en 2016 ont eu des
résultats similaires, concluant ainsi que la surexpression de ALDHI1 corrélée a ces parametres

clinicopathologiques élevés était associée a un mauvais pronostic.

En outre, nous avons observé que I'ALDH1+ était positivement corrélé avec le sous-
type triple négatif (p = 0,045), ce qui rejoint les résultats de plusieurs études (Nalwoga et al.,
2010 ; Schwartz et al., 2013 ; Kim et al., 2014). Le cancer du sein triple négatif est largement
décrit comme étant de mauvais pronostic (Dent et al., 2007 ; Bauer et al., 2007, Gluz et al.,
2009). En fait, les femmes présentant le sous-type triple négatif sont plus susceptibles d'€tre
plus jeunes que les femmes avec d'autres sous-types du cancer du sein (Morris ef al., 2007) et
leurs tumeurs sont généralement de plus grande taille, sont de grade supérieur et présentent
déja une atteinte ganglionnaire au moment du diagnostic (Haffty ez al., 2006) ce qui les
caractéristiques de nos patientes. Ces femmes présentent un taux plus élevé d'échec au
traitement et une apparition de métastases a distance, malgré une réponse initiale plus élevée a
la chimiothérapie néoadjuvante que les patients d'autres sous-types de cancer du sein
(Lehmann et al., 2011 ; O’Reilly et al., 2015). Ainsi, la surexpression du marqueur de cellules
souches ALDHI1 dans les triples négatifs de notre recherche pourrait révéler une association
entre les populations de cellules souches cancéreuses et les comportements agressifs du
cancer du sein triple négatif, y compris leur chimiorésistance. Cependant, d'autres recherches

sont nécessaires pour le appuyer cette hypothese.

L'étude actuelle a révélé une association significative entre ALDHI1+ et les tumeurs

PR+ (p = 0,014) et tous ces cancers étaient du sous-type Luminal. Ceci est soutenu par les
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travaux publiés par Kida ef al. en 2016 qui ont trouvé une surexpression de ALDHI dans les
tumeurs de type luminal et leurs résultats ont révélé que les cellules souches cancéreuses

étaient un indicateur de pronostic particulierement pessimiste chez les patientes de ce sous-

type.

Dans la littérature, il a été démontré qu'une association entre l'expression du marqueur
de cellules souches ALDHI1 et une évolution clinique péjorative existait (Ginestier et al.,
2007 ; Tanei et al., 2009 ; Neumeister et al., 2010). Des études plus récentes ont montré une
tendance significative a la récidive, une survie sans maladie ainsi qu’une survie globale plus
courtes dans le groupe avec des tumeurs ALDHI1 + que dans le groupe avec des tumeurs
ALDHI1- (Ohi et al., 2011 ; Zhong et al., 2014 ; Chatterjee et al., 2015). En outre, les résultats
d’analyses cliniques ont démontré une chimiorésistance chez les patientes atteintes de cancer
du sein avancé et une augmentation de I’expression du marqueur de cellules souches ALDH1
apres un traitement de chimiothérapie néoadjuvante, ce qui suggere un potentiel d'auto-
renouvellement des cellules cancéreuses (Lee et al., 2011 ; Alamgeer et al., 2014 ; Miyoshi et
al., 2016). 1l existe plusieurs facons possibles d'expliquer comment la résistance a la thérapie
par les cellules souches du cancer se manifeste ; un mécanisme possible incluant 1'expression
de pompes de surface cellulaire telles que ABCG2 / BCRPI, capable d'expulser les
médicaments de la chimiothérapie offrant un périmetre protecteur autour des cellules souches
cancéreuses (Zhou et al., 2001 ; Bram et al., 2007 ; Bram et al., 2009 ; Mcintosh et al., 2016).
En outre, la présence et l'activitt d'’ALDH peuvent conférer aux CSC la capacité de
métaboliser les molécules telles que le cyclophosphamide et ses dérivés (Moreb et al., 2008).
De ce fait, des recherches plus poussée sont nécessaires pour comprendre 1'hétérogénéité des
cellules souches cancéreuses et pour clarifier leur role dans le développement de la résistance

a la chimiothérapie.

La principale limitation de la présente étude est le manque de données concernant les
patientes atteintes de cancer du sein apres le traitement. Dans ce contexte, il est nécessaire de
définir ' ALDH1 comme biomarqueur de rechute chez des patientes algériennes afin qu’un
traitement approprié puisse étre développé le plus tot possible. De ce point de vue, I'étude
immunohistochimique d'ALDHI1 pourrait en faire un nouveau marqueur pronostic du cancer

du sein.

CD44 est une molécule d'adhésion cellulaire connue pour étre exprimée dans la

plupart des types de cellules (Goodison et al., 1999) et a été associée a des cellules souches
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dans des tissus mammaires normaux et cancéreux (Hebbard et al., 2000 ; Mani et al., 2008 ;
Dontu et al., 2008). 11 s’agit en effet d’un autre biomarqueur potentiel de cellules souches du

cancer du sein sur lequel notre recherche était centrée.

Nos résultats indiquent que le CD44 était significativement associé au sous-type triple
négatif (p = 0,049). Une étude de Wu et al. (2013) soutient ce résultat et une étude plus
récente en 2015 a été menée par Zheng et al. qui ont signalé que les cas positifs pour CD44
dans le groupe de cancer du sein triple négatif (TNBC) étaient plus élevés que ceux du groupe
non-TNBC. D'autre part, ils ont constaté que le statut positif de CD44 était inversement
corrélé avec le sous-type HER2+ ce qui est en accord avec nos observations, puisque tous les
cas HER2+ étaient CD44- avec une signifiance de p = 0,001. Nous avons également constaté
que le CD44 élevé était plus susceptible d'étre de grade SBR II avec 91% de CD44 + (p =
0,057). Des informations différentes ont ét€ rapportées dans une tres récente analyse de

données (Xu et al., 2016. L'explication de ces relations inverses n'est pas connue.

Certaines analyses ont démontré que l'expression de CD44 était négativement associée
au statut RE (Ahmed et al., 2011 ; Adamczyk et al., 2013) et au statut RP (McFarlane et al.,
2015). Notre étude n’a par contre montré aucune signifiance entre la positivité de CD44 et le

statut hormonal des patientes atteintes de carcinome mammaire.

Nous avons observé que 54% des cas CD44+ présentaient un indice de prolifération Ki-67
supérieur ou égal a 14%. Ce résultat corrobore celui de Cui et al. qui a retrouvé une
corrélation entre 1'expression positive CD44 et un score élevé de Ki-67 (Cui et al., 2015). Des
études antérieures ont déterminé que les patientes atteintes de cancer du sein présentant un
indice de prolifération élevé de Ki-67 présentaient un taux faible de survie sans maladie
(Keam et al., 2011). La surexpression de Ki-67 étant un marqueur de mauvais pronostic chez
les patientes atteintes de cancer du sein (Trihia et al., 2003), ces résultats témoignent donc du

caractere hautement prolifératif et de I’agressivité des tumeurs surexprimant CD44.

Aucune signifiance n’a été retrouvée entre la surexpression de CD44 et les parametres
histologiques tels que la taille tumorale, le grade SBR et I’infiltration ganglionnaire, ce
résultat rejoint celui d’autres auteurs (Athanassiadou et al., 2009 ; Horiguchi et al., 2010 ;

Wang et al., 2011).
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En conclusion, dans cette étude, nous nous sommes intéressés a I’implication
potentielle des marqueurs de cellules souches ALDH1 et CD44 dans les cancers du sein. Nous
avons démontré pour la premiere fois en Algérie que ’expression de ces 2 marqueurs était
significativement élevée dans le cancer du sein de sous-type triple négatif, un sous-type
particulierement agressif qui touche principalement les femmes jeunes en Algérie. De plus,
I’ensemble de nos résultats suggere que 1'évaluation des marqueurs de cellules souches
cancéreuses ALDHI1 et CD44 dans les tissus mammaires des femmes algériennes avec un
cancer aux stades II et III pourrait non seulement servir de marqueur pronostic mais cela
expliquerait également la rechute de ces patientes et la résistance a la radiothérapie ainsi qu’a
la chimiothérapie. Par conséquent, les marqueurs de cellules souches ALDHI1 et CD44
pourrait représenter une cible thérapeutique potentielle tres prometteuse pour les sous-types
moléculaires les plus agressifs et hétérogenes du cancer du sein pour lesquels aucune thérapie

ciblée n’existe a ce jour.
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Conclusion et perspectives

Les récentes avancées dans le domaine de 1’oncologie ont démontré 1’existence d’une
sous-population de cellules tumorales, les cellules souches cancéreuses, comme ayant un role
central dans la naissance, la propagation et la résistance des tumeurs ; ces cellules se divisent
tres lentement ; elles sont identifiables grace a différents marqueurs de CSC dont les plus
référencés dans le cancer du sein sont ALDH1, CD24 et CD44. Les cellules souches
cancéreuses sont également radio et chimio-résistantes aux principes actifs des médicaments.

Les sous-types enrichis en cellules souches cancéreuses nécessitent des thérapies
ciblées spécifiques, afin d'améliorer la survie sans rechute des patientes, en particulier le
cancer du sein triple-négatif, un sous-type particulicrement agressif, souvent diagnostiqué a
un stade avancé, qui affecte les jeunes femmes et qui reste étroitement associé a un manque de

thérapies ciblées.

Les résultats obtenus dans nos travaux de recherche, abordés pour la premiere fois en
Algérie, suggerent que ALDHI1 et CD44 pourraient servir de biomarqueurs pour identifier les
cellules souches du cancer en utilisant la technique d’immunohistochimie chez les patientes
algériennes atteintes de cancer du sein. Ces marqueurs permettraient également de prédire le
pronostic de la maladie et représenteraient donc des cibles thérapeutiques potentielles tres
intéressantes pour nos patientes. Cependant, notre étude doit étre confirmée par des analyses
sur un plus grand nombre d’échantillons et une meilleure compréhension des mécanismes de
régulation de la résistance des cellules souches cancéreuses au traitement est nécessaire. 1l est
également recommandé d’établir une corrélation entre les résultats de 1’immunomarquage
avec des courbes de survies, permettant ainsi de trouver le moyen d’améliorer les résultats
cliniques de nos patientes et de prévenir la rechute tumorale et I’apparition des métastases a

distance.

Les thérapies conventionnelles utilisées actuellement dans nos centres de soins traitent
toutes les cellules tumorales de la méme facon. Avec ces thérapies, la tumeur régresse
effectivement, mais les cellules initiatrices de cancer ne sont pas toujours atteintes. En effet,
elles sont tres généralement chimiorésistantes et radiorésistantes et nous assistons quasi
immanquablement a une récidive a plus ou moins longue échéance. Le défi des prochaines
années est de mettre au point des traitements capables d’éliminer les cellules souches

cancéreuses sans affecter les cellules souches normales de 1’organisme.
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Le ciblage des cellules souches cancéreuses devrait permettre de limiter la croissance
de la tumeur et de prévenir les métastases. La compréhension des phénomenes controlant la
biologie des cellules souches cancéreuses pourrait avoir des conséquences importantes sur le
pronostic clinique. La perspective de thérapies ciblant spécifiquement ces cellules souches

cancéreuses offre de nouveaux espoirs dans le traitement anti-cancéreux.

77



PUBLICATION

Ces travaux ce sont concrétisés par une publication internationale aupres d’un
journal avec comité de lecture spécialisé: Journal of International Research in

Medical and Pharmaceutical Sciences 12(3): 84-93, 2017 ISSN: 2395-4477 (P),
ISSN: 2395-4485 (0)

ASSOCIATION OF CANCER STEM CELLS
IDENTIFIED BY ALDH1 AND CD44
EXPRESSION WITH BREAST CANCER
SUBTYPES IN WEST ALGERIAN
PATIENTS

75



Journal of International

Journal of International Research in Medical and o it
Pharmaceutical Sciences o
12(3): 84-93, 2017

ISSN: 2395-4477 (P), ISSN: 2395-4485 (O) o

ASSOCIATION OF CANCER STEM CELLS IDENTIFIED BY
ALDH1 AND CD44 EXPRESSION WITH BREAST CANCER
SUBTYPES IN WEST ALGERIAN PATIENTS

MERIEM KAOUTER BENYELLES', LYNDA ADDOU-KLOUCHE"*,
AMINA BENDAOUDI, AMINA BELHADJ 1, MILOUD MEDJAMIAs,
MOHAMED BENALI"* AND SORAYA MOULESSEHOUL"*
'Department of Biology, Djillali Liabes University of Sidi bel Abbes, Algeria.

?Laboratory of Applied Molecular Biology and Immunology, University of Abou Bekr Belkaid, Tlemcen,
Algeria.

? Anatomy and Pathology Laborator}g/, Regional Military Hospital, Algeria.

“Laboratory of Biotoxicology, Djillali Liabes University of Sidi bel Abbes, Algeria.

AUTHORS’ CONTRIBUTIONS
This work was carried out in collaboration between all authors. Author LAK designed the study. Authors LAK
and MKB performed the statistical analysis, wrote the protocol and wrote the first draft of the manuscript.
Authors LAK and MM managed the analyses of the study. Authors MKB and AB managed the literature
searches. All authors read and approved the final manuscript.

Received: 18" October 2017
Accepted: 3" December 2017 — -
Published: 1" January 2018 [ Original Research Article J

ABSTRACT

Breast cancer represents the most common malignancy and leading cause of death among women worldwide
and particularly in Algeria. Some breast cancer subtypes are of poor prognosis causing drug resistance that has
become the major cause of treatment failure. The cancer stem cell (CSC) hypothesis has important clinical
implications for cancer therapeutics because of the proposed role of CSCs in chemoresistance. Putative breast
cancer stem cells might express surface markers such as aldehyde dehydrogenase 1 (ALDH1) and Cluster of
differentiation 44 (CD44) proteins. The aim of this study was to explore the expression of these proteins in
breast cancers from an Algerian population and their associations with the clinicopathological characteristics
and breast cancer subtypes.

Methods: Clinical information was obtained by reviewing preoperative and postoperative medical records for 4
years, then 46 paraffin-embedded breast carcinoma samples were analyzed by immunohistochemical methods.
Finally, statistical analyses were to evaluate associations between CD44 and ALDHI1 expressions and various
clinicopathological parameters including breast cancer subgroups

Results: In total, 9 tumors (21%) expressed ALDHI1, whereas 11 (28%) expressed CD44 protein. Expression of
ALDHI1 was associated with high young age (P =0.05), Progesterone receptor positivity (P = 0.014) and triple
negative breast cancer (P=0.045). On the other hand, CD44 expression was associated with SBR grade II (P =
0.057), HER2 subtype (P = 0.001) and the triple negaive subtype (P = 0.049).

Conclusion: CD44" and ALDHI" phenotypes seem to identify CSC with distinct levels of differentiation. It
seems that the biomarkers that identify breast CSC within the breast cancer subtypes need to be better explored,

*Corresponding author: Email: addouklouche.lynda@yahoo.fr;



Benyelles et al.; JIRMEPS, 12(3): 84-93, 2017

because it is pivotal to translate the CSC concept to clinical practice. In the future, the recognition of reliable
markers to distinguish the CSC pool in each molecular subtype will be decisive for the development of specific

target therapies.

Keywords: Cancer stem cells; breast cancer subtypes; ALDH1; CD44; chemoresistance.

1. INTRODUCTION

Several researches have reported the molecular
heterogeneity of breast cancers [1,2]. Studies on gene
expression profile have established five major breast
cancer molecular subtypes: luminal A, luminal B,
ERBB2-overexpressing, basal-like and the normal-
like group. Characterized by their clinical differences
in incidence, survival and response to therapeutics
agents, the molecular subtyping of breast cancer has
greatly improved our understanding of the the
heterogeneity of breast cancer [3].

Some breast cancers subtypes are characterized by
very aggressive features and poor patient outcomes.
These tumors exhibit resistance to most treatments
and chemotherapy [4,5,6]. Accumulating evidence
indicates that a population of cells with stem cell like
properties might be responsible for the treatment
failures. Cancer stem cells (CSCs) are defined as rare
tumor cells representing a minor subset of cells in the
tumor. They are operationally defined by the ability to
self-renew, and lead to the multipotent progenitor
cells, a process that drives tumorigenesis and
differentiation, which contributes to tumor cellular
heterogeneity [4].

Breast cancer stem cells were first described in 2003
by Al-hajj and colleagues [5], who provided the
existence of a cell population with stem cell properties
in human breast cancer, highly tumorigenic and
chatacterized by CD44'CD24 phenotype.
Subsequently, Ginestier et al. [6] revealed that normal
and cancer human mammary epithelial cells with
increased aldehyde dehydrogenase activity (ALDH+)
show stem/progenitor cell properties and they
detected ALDH1 expressing breast tumor cells by
immunohistochemical staining [7].

ALDH is a detoxifying enzyme required for the
oxidation of intracellular aldehydes, it also contributes
to the metabolism of retinol (Vitamine A) to retinoic
acid may have a role in stem cell differentiation and
proliferation [8].

CD44 is the principal surface receptor of the
hyaladherin-receptor family for the components of
the extracellular matrix (ECM) and is involved in
cancer invasion, metastasis, and tumor initiation

[9].

&5

There is increasing evidence that these CSCs induce
tumor recurrence and resistance to chemotherapy and
radiation therapy which has been implicated in
treatment failure and increase breast cancer mortality
[10]. Based on these observations, the CSC model
became the foundation for new preventive and
therapeutic targets in breast cancer.

In the present study, we analyzed two of the main
established breast cancer stem cell markers, CD44 and
ALDHI in a series of invasive breast carcinomas of
West Algerian patients, in order to evaluate their
distribution among the molecular subtypes. We also
carried out the correlation between ALDHI1 and
CD44 immunohistochemical staining and
clinicopathological feautures.

Our study is the first to identify breast cancer stem
cells in tumors of West Algerian patients and to show
that their distribution is particularly associated with
aggressive phenotype of a breast cancer subtype.

2. SAMPLES AND METHODS

2.1 Patients and Breast Tumor Tissues

Forty six selected cases of breast carcinoma from
2009 to 2013 were retrieved from regional military
hospital of Oran for immunohistochemical studies
with information for 4 years. Clinical information was
obtained by reviewing preoperative and postoperative
medical records.

In our study, we included all women with breast
cancer from western Algeria, we excluded men with
breast cancer, patients whose medical records lacked
information and those who died.

2.2 Molecular Subtype Classification

Molecular subtypes of breast cancer were determined
by immunostaining of ER, PR and HER2 markers as
previously described [11,12].

We defined breast cancer molecular subtypes as
follow:

Luminal A (ER +, PR +/-, HER2-), luminal B (ER +,
PR +/-, HER2 +), Triple negative (ER-, PR-, HER2-),
HER2 + (ER-, PR-, HER2 +).



2.3 Immunohistochemistry

The formalin-fixed paraffin embedded tumor tissue
slides of breast tumors were deparaffinized in xylene
and rehydrated in graded alcohol. Antigen retrieval
was achieved by heating slides in citrate buffer (ph
6.0, Dako Glostrup, Denmark) in a boiling water-bath
for 40 minutes. The slides were cooled for 25
minutes. Following washing in phosphate-buffered
saline (PBS), slides were incubated in H,O, for 5
minutes to block endogenous peroxidase activity,
washed in PBS and then incubated with a blocking
serum for 30 minutes. The slides were incubated with
primary antibodies Aldehyde dehydrogenase-1
(Thermo-Fisher scientific; clone 5A11, monoclonal,
IgG isotype) and Cluster of Differentiation
44 (Thermo-Fisher  scientific  clone  156-3Cl11,
monoclonal, IgG isotype) with a dilution of 1:50 and
1:100 respectively for 1 hour, washed in PBS for 5
minutes then incubated with the secondary antibody
(Dako REAL™ EnVision™ Detection System) at
room temperature for 30 minutes. The slides were
washed and developed in 3,30-diaminobenzidine
(Peroxidase DAB, Rabbit Mouse purchased from
Dako.) and then the tissues were counterstained with
Mayer’s hematoxylin, dehydrated, and mounted.
Membranous CD44 expression was scored, For
ALDHI, only cytoplasmic staining was considered.
Both markers were scored by a pathologist using an
Allred scoring system accounting for both the
intensity of staining (0 = negative, 1 = weak, 2 =
moderate, 3 = strong) and the proportion of stained
cells (0 =0%, 1 <1%,2=1to0 10%, 3 =11 to 33%, 4
= 34 to 66%, 5 > 67%). The intensity and proportion
are summed for a final score with 8 possible values
(Scores of 0 and 2 are considered negative. Scores of
3 to 8 are considered positive).

2.4 Statistical Analysis

Statistical analyses were carried out using IBM
Statistics 20 software to evaluate associations between
CD44 and ALDH1 expressions and various
clinicopathological parameters as well as breast
cancer subgroups. The y° test was used and P<0.05
was considered to indicate a statistically significant
difference between the mean values.

3. RESULTS

3.1 Patients and Tumors Clinical Features

Of 46 breast tumor sample which included in the
present study, 42 (91%) of cases were invasive ductal
carcinoma (IDC), 3 (7%) invasive lobular carcinoma
(ILC), and 1 (2%) was of another histological type.
Among the invasive cases, 16 (35%) were grade 3, 29
(63%) were grade 2, and only 1 (2%) case was 4 of
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Chevallier classification. Tumor size was categorised
in two main groups based on TNM classification of
human breast cancers: group 1 tumors were 2.0 cm or
less in greatest dimension (T1) comprising 10 (22%)
tumors and group 2 tumors were larger than 2.0 cm in
greatest dimension (T2, T3 and T4) including 36
(78%) tumors. For lymph node status, 31 (67%) of the
tumors were lymph node positive, whereas 15 (33%)
of the tumors were node negative. The patients ranged
in age from 27 to 88 years old (mean of 51 years), of
whom, 28 (61%) patients were younger or equal 50
years old, whereas 18 (39%) patients older than 50
years of age. A total of 14 (30%) of the tumors were
Luminal A, 17 (37%) were Luminal B, 5 (11%) were
HER2 and 10 (22%) were Triple Negative breast
cancers. Patients and tumor characteristics are
summarized in Table 1.

3.2 Expression of ALDH1 and CD44 in Breast
Carcinomas

Representative  results of immunohistochemical
ALDHI1 and CD44 staining are shown in Fig. 1 and
Fig. 2.

Of 43 tumors, ALDH1 was negative in 34 (79%), 1+
in 3 (7%), 2+ in 4 (9%), and 3+ in 2 (5%). Breast
cancers showing 1+ or higher staining of ALDHI1
were considered to be ALDH1+ in the analysis. Of the
43 breast cancers, 9 (21%) were found to be
ALDHI1+, and these breast cancers were significantly
associated with young women (P = 0.05) and were
significantly more likely to be PR+ (P = 0.014) and
TNBC (P 0.045) (Table 2). No significant
association was observed between ALDHI positivity
and histological type, tumor size, lymph node status,
SBR grade, ER, HER2 and Ki67 status.

CD44 overexpression was observed in 11 of the 39
cancers (28%). Statistically significant correlations
emerged between CD44 and SBR grade II (P
0.057), HER2 subtype (P = 0.001) and the triple
negative subtype (P = (0.049) (Table 3). No significant
association was observed between CD44 positivity
and histological type, tumor size, lymph node status,
ER, PR and Ki67 status.

4. DISCUSSION

In the last decade, cancer stem cells have become one
of the biggest parts of medical research and have been
found in multiple malignant tumors. Cancer stem cells
are considered to be intrinsically resistant to all sorts
of drugs even if they are very low number. Hence, the
eradication of these cells is essential to develop more
effective cancer therapies and their long term success
on the recurrence and metastasis of breast cancer
[13,14].



Table 1. Description of the characteristics in the
population study

Characteristics %

Age (median year, min-max) 51(27-88)
<50 28 (61%)
>50 18 (39%)
T

T1 10 (22%)
T2 26 (56.5%)
T3 7 (15%)
T4 3(6.5%)
N

0 15 (33%)
1 14 (30%)
2 11 (24%)
3 6 (13%)
M

X 32 (70%)
0 11 (24%)
1 3 (6%)
Histological type

Ductal 42 (91%)
Lobular 3 (7%)
Other 1 (2%)
SBR Grade

I 29 (63%)
111 16 (35%)
Other 1 (2%)
Pathological axillary lymph node

Negative 15 (33%)
Positive 31(67%)
PR

Negative 19 (41%)
Positive 27 (59%)
ER

Negative 16 (35%)
Positive 30 (65%)
HER2

Negative 35 (76%)
Positive 11 (24%)
Breast cancer molecular subtypes

HR+/HER2- 21 (46%)
HER2+ 11 (24%)
N 10 (22%)
Chemotherapy

Adjuvant chemotherapy 41 (89%)
Neoadjuvant chemotherapy 5(11%)
Radiotherapy

No 25 (54%)
Yes 21 (46%)

Ginestier et al. [15] in 2007 have identified, using
ALDHI1, cells with characteristics of stem cells and/or
progenitor cells for normal breast epithelium as well
as breast cancer. This and many other studies
subsequently [16,17,18], has made ALDHI of special
interest in the breast cancer researches. CD44 has also
attracted much attention, because of its numerous
functions, such as, mediating the cellular adhesion,
supporting cell migration and transmitting survival
signals, [19]. In addition, it can direct intracellular
signaling for growth and motility, and thus it is
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involved in many cancers, including breast, lung,
prostate, ovarian, cervical, and colorectal cancers
[20].

Table 2. Relationship between ALDH]1 expression
and various clinicopathological features

Characteristics ALDH1 ALDH1 p —value
negative positive

Age (43)

<50 18 (53%) 8(89%)  0.050

>50 16 (47%) 1 (11%)

Histological type (43)

Ductal 30 (88%) 9 0.558

Lobular 3 (9%) (100%)

Other 1 (3%)

Pathological tumor size (42) (2% Ni)

<2CM 8 (23%) 1(11%) 0.395

>2CM 25 (74%) 8 (89%)

Pathological axillary lymph node status (42)

N- 10 (29%) 5(56%)  0.143

N+ 24 (71%) 4 (44%)

SBR grade (42)

I 21 (62%) 5(56%)  0.969

11 13 (38%) 3 (33%)

Estrogen receptor status (43)

ER- 10 (29%) 5 (56%)

ER+ 24 (68%) 4 (44%) 0.143

Progesterone receptor status (43)

PR- 11 (32%) 7 (78%)

PR+ 23 (68%) 2(22%)  0.014

HER?2 status (43)

HER2- 26 (76%) 8 (89%)

HER2+ 8 (24%) 1(11%) 0415

KI67(31) (26% NI)

KI67 <14% 12 (35%) 1 (11%)

KI67> 14% 14 (41%) 4 (44%) 0.278

Breast cancer molecular subtypes

RH+ (29) 26 (90%) 3 (10%)

HER2 (4) 2 (50%) 2 (50%)

TNBC (10) 6 (60%) 4 (40%) 0,045

Metastatic relapse (2)

Yes 1 (3%)

No

CD status

CD44+ 10 (29%) 1(11%) 0,263

CD44- 24 (71%) 8 (89%)

In our study, we explored the expression of candidate
stem-cell markers ALDH1 and CD44 in a random
sample of West Algerian patients and attempted to
correlate this expression with clinicopathological
features and breast cancer molecular subtypes.

Our results revealed that 89% of ALDHI positive
(ALDH1") patients were younger than 50 years old.
Indeed, ALDHI1 expression was significantly higher
in young patients than in elderly ones (p=0.05). This
is in accordance with Mieog et al. [21] who were the
first to demonstrate that expression of ALDH1 is age-
dependent in breast cancer patients. Similar results
have recently been reported by Tan et al. [22] and



Kang [23]. It has been well documented that patients
who are diagnosed with breast cancer at a young age
have a relatively poor prognosis compared to patients
diagnosed at an older age [24] which is further
supported by our data.

In addition, our results showed that ALDH1 was

positively correlated with the triple negative
subtype (p=0.045), similar with other studies
[25,26,27].

Triple negative breast cancer is widely described as a
group with poor prognosis [28,29,30]. In fact, women
presenting with triple negative breast cancers are
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more likely to be younger than women with other
subtypes of breast cancer [31] and their tumors are
generally larger in size, are of higher grade and have
lymph node involvement at diagnosis [32], They also
have a higher rate of treatment failure and distant
recurrence, despite a higher initial response to
neoadjuvant chemotherapy than patients of other
breast cancer subtypes [33,34]. Thereby, the
overexpression of the ALDHI1 stem cell marker in the
triple negative breast cancers in our research might
reveal an association between cancer stem-like cell
populations and the aggressive behaviors of TNBC,
including their chemoresistance. However, further
researches are required to find it out.

Table 3. Relationship between CD44 expression and various clinicopathological features

Characteristics CD44 CD44 p —value
negative positive

Age (39)

<50 17 (61%) 8 (73%) 0.482

>50 11 (39%) 3 (27%)

Histological type (39)

Ductal 27 (96%) 9 (82%)

Lobular 1 (4%) 1 (9%) 0.202

Other 1 (9%)

Pathological tumor size (38) (3% Ni)

<2CM 4 (14%) 4 (36%) 0.139

>2CM 23 (82%) 7 (64%)

Pathological axillary lymph node status (39)

N- 7 (25%) 4 (36%) 0.478

N+ 21 (75%) 7 (64%)

SBR grade (39)

I 16 (57%) 10 (91%) 0.057

111 11 (39%) 1 (9%)

Estrogen receptor status (39)

ER- 10 (36%) 2 (18%) 0.286

ER+ 18 (64%) 9 (82%)

Progesterone receptor status (39)

PR- 13 (46%) 2 (18%) 0.876

PR+ 15 (54%) 9 (82%)

HER?2 status (39)

HER2- 21 (75%) 10 (91%) 0.268

HER2+ 7 (25%) 1 (9%)

KI167(30) (23% NI)

KI67 < 14% 8 (29%) 4 (36%) 1.000

KI67> 14% 12 (43%) 6 (54%)

Luminal subtypes (27)

LUMINAL A 8 (30%) 4 (15%) 0,33

LUMINAL B 9 (33%) 6 (22%)

Other molecular subtypes (12)

HER2+ 4 (14%)

TNBC 7 (25%) 1 (9%) 0.001

Metastatic relapse (2)

Yes 2 (7%)

No

ALDHI+ 8 (28%) 1 (9%) 0,263

ALDHI- 20 (72%) 10 (91%)

Bresat cancer molecular subtypes

RH+ (27) 17 (63%)

HER2+ (4) 4 (100%) 10 (37%) 0,049

TNBC (8) 7 (87,5%) 1 (12,5%)
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Fig. 1. ALDH1 immunohistochemical staining in breast cancers.
A: ALDHI-: absence of immunostaining on tumor cells
B: ALDH1 +: cytoplasmic staining on tumor cells
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Fig. 2. CD44 immunohistochemical staining in breast cancers.
C: CD44-: absence of immunostaining on tumor cells
D: CD44 +: cytoplasmic staining on tumor cells

The current study revealed a significant association
between ALDHI1+ and PR+ breast cancers (p=0.014)
and all of these cancers were from Luminal subtype.
This is supported by the recent report published by
Kida et al. who found ALDHI positive in luminal-
type tumors and cancer stem cells were shown to be
an especially pessimistic prognostic indicator in
patients with this subtype.

In the literature, it has been demonstrated that an
association between the ALDHI stem cell marker
expression and poor clinical outcomes exists
[15,35,36]. More recent studies showed a significant
trend toward recurrence, shorter disease free survival
(DFS) and overall survival (OS) in the group with
ALDHI1+ tumors than in the group with ALDHI1-
tumors [37,38,39]. Furthermore, Clinical observations
have noted chemoresistance in advanced breast cancer
patients and an increase in ALDHI1 stem cell marker
after neoadjuvant chemotherapy treatment, suggesting
self-renewal potential of cancer stem-like cells
[40,41,42]. There are several possible ways to explain

&9

how cancer stem cell mediated therapy resistance
arises, a possible mechanism include the expression of
cell surface pumps, such as ABCG2/BCRP1, capable
of expelling chemotherapeutic drugs providing
protective perimeter around the cancer stem cells
[43,44,45,46]. Additionally, the presence and activity
of ALDH may confer CSCs the ability to metabolize
cytotoxics such as cyclophosphamide and its derivates
[47]. Thereby, further investigations are needed to
understand the heterogeneity of cancer stem cells and
to clarify their role in the development of resistance to
chemotherapy.

The major limitation of the present study is the lack of
data concerning breast cancer patients after treatment.
In this context, further are necessary to set ALDHI1 as
a relapse biomarker in Algerian breast cancer patients
so that appropriate treatment can be selected at the
earliest possible time point. From this point of view,
the immunohistochemical investigation of ALDHI
may have potential as a new marker of breast
cancer.



Non-significant correlation between positive ALDHI
expression and histological status, tumor size, lymph
node status, SBR grade, ER, PR and Ki67 status was
found. This is agrees with previous studies conduted
by Resetkova et al. [48], Zhou et al. [49], Madjd et al.
[50] and Hosni et al. [S1] It might be attributed to a
limited sample size.

CD44 was another biomarker of breast cancer stem
cells our research focused on.

Our findings indicate that CD44 was significantly
associated with the triple negative breast cancer
subtype (p=0.049). Wu et al. [52] have supported this
result and so did a more recent investigation in 2015
conducted by Zheng et al. [53] who have reported that
CD44-positive cases in the triple-negative breast
cancer (TNBC) group was higher than that of the non-
TNBC group. On the other hand, they found that the
positive status of CD44 was inversely correlated with
the HER2+ subtype, which is in agreement with our
observations, since all HER2 + cases were CD44-
with a significance of p = 0.001. We also found that
high CD44 was more likely to be SBR grade II with
91% of CD44+ (p=0.057) which represents the
intermediate grade. Different information has been
reported in a very recent data-analysis [54]. The
explanation for these inverse relationships is not
known.

Some analyses have demonstrated that CD44
expression was negatively associated with the ER
status [55,56] and PR status [57]. Furthermore, J Cui
et al. [58] have shown a correlation between CD44
positive expression and high Ki67 score. Previous
studies have determined that breast cancer patients
with high Ki-67 proliferation index were poor
disease-free survival rate [59]. However, in our work,
no significant association was observed between
CD44 positivity and histological type, tumor size,
lymph node status, ER, PR and Ki67 status, probably
due to a reduced sample-size.

The evaluation of cancer stem cell makers ALDH1
and CD44 in breast tissues of Algerian women with
stage II-III breast cancer may clarify the breast cancer
relapse and chemotherapy resistance. Therefore,
marking the small number of cancer stem cells,
finding the corresponding target, and matching the
target therapy for a malignant tumor is very important
for an effective, radical cure This will pave the way
for targeted and efficient treatment of breast cancer.

5. CONCLUSIONS

The data obtained in our study suggest that
immunohistochemical evaluation of ALDHI1 and
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CD44 may serve as biomarkers to identify breast
cancer stem cells in Algerian patients and predict
prognosis. However, our study needs to be
confirmed by future research with a large number of
cases.

Breast cancer subtypes enriched with cancer stem
cells need specific targeted therapies to improve
patients relapse-free survival, especially triple-
negative breast cancer, which is an aggressive form,
often diagnosed at an advanced stage, affects young
women and is closely associated with a lack of
targeted therapy.

Approaches to target the cancer stem cell population
can enhance the success of conventional therapies and
change the outcomes of treatments. A novel agent of
targeted therapy include "palbociclib", a cyclin CDK4
inhibitor could effectively remove paclitaxel-resistant
TNBC cells and reduce their self-renewal capacity
[60]. In  conclusion, extensive  biological
investigations are required to target and eradicate
breast cancer stem cells. Identification of breast
cancer stem cells wusing immunohistochemical
evaluation of cancer stem cell markers CD44 and
ALDHI in routine practice could have a therapeutic
implication and may predict tumor recurrence after
chemo- and radiation therapy.
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