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Partie I-Les cancers du sein Triple Négatif

Le cancer du sein est le cancer le plus fréquent chez la femme, aussi bien en France qu’en
Tunisie et dans le reste du monde. Il touche prés d'une femme sur 10. Il représente plus du

tiers de I’ensemble des nouveaux cas de cancer chez la femme (données INCa).
I. Oncogenése moléculaire des cancers du sein

L’oncogenése (ou cancérogenese) est un processus qui conduit a la transformation de cellules
normales en cellules malignes. Le cancer du sein est une maladie résultant des altérations de
I’ADN cellulaire, survenant dans 90% des cas dans les cellules somatiques. Dans 10 % des
cas, il s’agit d’un cancer héréditaire (Key et al., 2001).

La cancérogenése mammaire est un phénomene multifactoriel, impliquant plusieurs genes,
aussi bien dans les formes héréditaires (anomalies génétiques constitutionnelles) que dans les
formes sporadiques (anomalies génétiques somatiques). Les modifications moléculaires les
plus fréquemment décrites dans le cancer du sein sont des amplifications d’oncogenes, et des
mutations ou délétions de geénes suppresseurs de tumeurs (Thompson et Easton, 2004). Les
anomalies peuvent toucher les chromosomes (nombre aberrant de copies, translocations,
délétions, perte d’hétérozygotie, extension des télomeres), I’ADN (mutations ponctuelles,
altérations des microsatellites, événements épigénétiques), I’ARN (sous ou surexpression,
mutations), et les protéines (altérations ou modifications structurales, changement d’activité
enzymatique, localisation, altération du profil d’expression) (Biéche et Lidereau, 1995 ;
Bieche et al., 1999).

L’oncogenése mammaire se déroule en plusieurs étapes (Figure 1). La premiere ctape
d’initiation se caractérise par une accumulation de mutations génétiques spontanées ou
causées par I’exposition a des substances cancérigenes (chimique, viral, physique) qui, en
absence de réparation, deviennent permanentes et se transmettent a la descendance cellulaire.
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Des modifications génétiques (germinales ou somatiques) ou épigénétiques d’oncogenes ou
de genes suppresseurs de tumeurs provoquent I’immortalisation de la cellule. Ces cellules
« initiées » génétiquement anormales, sont toujours contrdlées par 1I’environnement cellulaire.
A ce stade, elles peuvent rester a 1’état latent, sans exprimer leur potentialité oncogene, sur
une longue période.

Lorsque les cellules entrent dans la seconde étape, dite de promotion, elles acquierent leur
indépendance vis-a-vis des facteurs de croissance, grace aux proto-oncogenes, et perdent leur
capacité de communication intercellulaire. Elles passent de 1’état quiescent a un état
prolifératif. Cette phase va donner naissance a des clones cellulaires. Ceci correspond a la
formation d’une Iésion précancéreuse, puis d’une tumeur bénigne. Les cellules développent
alors une instabilité chromosomique qui leur confére un avantage sélectif notamment par
I’accumulation de mutations dans les geénes de régulation du cycle cellulaire et des
mécanismes de 1’apoptose.

Enfin, lors de I’étape de progression, l'accumulation d'altérations géniques successives,
favorisées par l'instabilité génétique des cellules cancéreuses, conduit a la sélection de clones
de plus en plus agressifs et a ’acquisition de propriétés migratoires et invasives. Les cellules
tumorales sont alors capables d'envahir les tissus adjacents et de métastaser. On parle alors de

cancer invasif ou infiltrant (Jakdbisiak et al., 2003).
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INITIATION

*Dommages de 'ADN
*Induction de mutations dans des génes cibles
*Activation de proto-cncogénes

*Inactivation de genes suppresseurs de tumeur nnn@nnn

*Reéplication cellulaire et fixation dela mutation

PROMOTION

*Expansion clonale des cellules souches
*Developpement de tumeur bénigne

PROGRESSION

*Altération d’expression des enzymes
*Protéolyse

*Adhésion et désadhésion

*Invasion

*Migration

*Métastases

Figure 1. Processus multi-étapes de carcinogénése (Jakobisiak et al., 2003)

II. Facteurs de risques des cancers du sein

Bien que le cancer du sein ne soit pas attribuable a une seule étiologie, certains facteurs
peuvent réduire ou accroitre le risque qu'une femme en soit atteinte. Il s'agit donc d'une
maladie multifactorielle.
1. Facteurs de risque acquis
= Le sexeetl’age

Le cancer du sein est 100 fois plus fréquent chez la femme que chez I’homme. Le cancer de
I’homme représente 2% de tous les cancers du sein et 0.5% des cancers de 1’homme
(Missaoui et al., 2011). Le sexe féminin constitue le principal facteur de risque de ce cancer.
L’age est le second facteur de risque le plus important vis-a-vis du cancer du sein, avec une

courbe d’incidence monotone augmentant de 30 a 70 ans. Environ 10 % des cas de cancer du
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sein se manifestent chez les femmes agées de moins de 35 ans et les cancers survenant avant
50 ans représentent 15 a 20% des cancers du sein. Le risque augmente entre 50 et 75 ans (pres
des deux tiers des cancers du sein) (Nkondjock et Ghadirian, 2005).

= Facteurs cliniques

v" Maladies bénignes du sein
Les maladies bénignes du sein constituent un facteur de risque de cancer du sein. Elles sont
histologiquement divisées en deux groupes : les lésions prolifératives et les l€sions non
prolifératives avec ou sans atypie. Les Iésions non prolifératives ne sont généralement pas
associées a un risque accru de cancer du sein ou, si elles le sont, le surrisque est trés faible.
Les 1ésions prolifératives sans atypie multiplient le risque par deux, tandis que les Iésions
hyperplasiques avec atypie augmentent ce risque d’au moins quatre fois (Nkondjock et
Ghadirian, 2005). En plus de ces maladies bénignes du sein, une histoire personnelle de
cancer du sein confere 2 a 4 fois le risque de la population générale de développer une
seconde tumeur primaire du sein (Chen et al, 1999).
v Densité mammographique

Le risque de cancer du sein augmente avec le niveau de densité des tissus mammaires en
mammographie. Pour les femmes ayant des seins denses en mammographie, le risque est
multiplié de deux a six fois. Cette augmentation du risque est indépendante de 1’effet des
autres facteurs de risque. On estime que 30 % des cas de cancer du sein sont attribuables a une
densité mammaire a la mammographie supérieure a 50 % par rapport a la moyenne (boyd et
al, 1998 ; Nkondjock et Ghadirian, 2005).

= Facteurs hormonaux
De nombreuses études montrent que la survenue des premieres regles avant 1’age de 12 ans

augmente le risque de cancer du sein (Medina, 2005).



CHAPITRE 1 : REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

Les femmes qui ont leur ménopause apres 50 ans présentent un risque accru de cancer du sein,
en comparaison avec celles dont les menstruations cessent précocement. Le risque de cancer
du sein augmente d’environ 3 %, pour chaque année supplémentaire, a partir de 1’age présumé
de la ménopause. Cette association entre 1’age et le risque de cancer du sein est similaire, que
la ménopause soit survenue naturellement, ou qu’elle résulte d’une ovariectomie bilatérale
(Lacroix et Burke, 1997 ; McPherson et al., 2000). Le risque de cancer du sein est augmenté
d’environ 25 % chez les femmes utilisant couramment les contraceptifs oraux. Plus les
contraceptifs oraux seront utilisés longtemps, plus le nombre de cas de cancer du sein qui en
résulteront sera important. Le Traitement hormonal substitutif (THS) de la ménopause est
prescrit pour pallier la diminution du niveau des hormones ovariennes circulantes. Les
femmes sous THS présentent un risque augmenté de cancer du sein, si on les compare aux
femmes qui ne I'ont jamais utilisé et le risque de cancer du sein augmente avec la durée
d’utilisation (McPherson et al., 2000 ; Nkondjock et Ghadirian, 2005 ; Merviel et al., 2011).
= Facteurs liés a la reproduction

Les femmes qui ont mené au moins une grossesse a terme avant 1’age de 30 ans présentent, en
moyenne, un risque de cancer du sein diminué de 25 % par rapport aux femmes nullipares
(Layde et al., 1989 ; Nkondjock et Ghadirian, 2005 ). L’effet protecteur de la multiparité
semble augmenter proportionnellement au nombre d’accouchements.

L’effet de I’allaitement sur le risque de cancer du sein est controversé, probablement parce
que la modification du risque, compte tenu de la durée moyenne de I’allaitement, est faible.
Les femmes qui ont allaité pendant une durée totale d’au moins 25 mois présentent un risque
réduit de 33 %, par rapport a celles qui n’ont jamais allaité (Petrakis et al., 1987). Une
diminution significative du risque de cancer du sein de plus de 4 % a été rapportée pour
chaque période d’allaitement de 12 mois. L’effet protecteur de ’allaitement sur le risque de

cancer du sein semble plus important chez les femmes jeunes que chez les femmes plus agées



CHAPITRE 1 : REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

(key et al., 2001). D’une manicre générale, plus la durée de I’allaitement est longue, plus les
femmes sont protégées contre le cancer du sein.
= Facteurs liés aux habitudes de vie et nutrition
v Obésité et activité physique

L’obésité est associée a un profil hormonal soupgonné de favoriser le développement du
cancer du sein. L’obésité augmente d’environ 50 % le risque de cancer du sein chez les
femmes ménopausées, probablement en raison de 1’augmentation des concentrations sériques
d’cestradiol libre (Key et al., 2001). Toutefois, 1’obésité apparait comme un facteur de risque
important aprés la ménopause. Par ailleurs, les femmes ayant un surpoids de plus de 20 kg a
partir de I’age de 18 ans, présentent, apres la ménopause, un risque de cancer du sein multiplié
par deux (Wenten et al., 2002) .

L’activité physique modérée (30 a 60 minutes au moins 4 fois par semaine) diminue le risque
de cancer du sein d’environ 35 %, en particulier chez les femmes ménopausées (Schmidt et
al., 2009). Un bénéfice maximal est tiré¢ d’une activité physique soutenue tout au long de la
vie. L’activité physique influence également le risque de cancer du sein en diminuant la prise
de poids, en particulier apres la ménopause. Les mécanismes biologiques par lesquels
’activité physique serait associée a une diminution de risque impliquent la réduction de la
production d’cestrogénes et le maintien de I’équilibre énergétique (Friedenreich et al., 2001 ;
Nkondjock et Ghadirian, 2005).

v Tabac et Alcool

La fumée du tabac est une importante source de substances carcinogénes. Pourtant, la
cigarette n’est pas considérée comme un facteur de risque établi du cancer du sein. Certains
investigateurs ont trouvé que les fumeuses présentent un risque réduit, d’autres aucun risque,
d’autres ont rapporté¢ une augmentation de risque associ¢ au tabagisme. Le tabagisme passif

semble associé¢ a un risque augmenté d’environ 60 % ; ce risque est multiplié par trois chez les
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femmes apreés la ménopause. L’effet protecteur de la cigarette dans le cancer du sein serait dii
a une diminution des cestrogeénes circulants et a 1’action anti-cestrogénique du tabac. Il a été
rapporté que les fumeuses ont une ménopause précoce et une concentration urinaire réduite
d’cestrogenes pendant la phase lutéale du cycle menstruel (Hamajima et al., 2002 ; Nkondjock
et Ghadirian, 2005 ; Reynolds et al., 2009).
L’alcool est le seul facteur nutritionnel établi de risque de cancer du sein. Ce risque augmente
d’environ 7 % pour une consommation moyenne d’une boisson alcoolique par jour. Les
femmes ayant un cancer du sein, et consommant au moins une boisson alcoolique par jour,
ont une durée de survie diminuée de 15 % a 40 %, comparativement a celles qui ne boivent
pas d’alcool (Yu, 1998 ; Feigelson et al., 2001).

v Autres déterminants nutritionnels
L’association entre le risque de cancer du sein et les principales composantes de
I’alimentation humaine incluant les fruits et les légumes, les produits laitiers, la viande, les
vitamines, les fibres et les phyto-cestrogeénes a fait 1’objet de nombreuses études. Un intérét
particulier a été porté sur les graisses alimentaires. D’une manicre générale, les résultats
restent discordants (Key et al., 2004). Par ailleurs, la restriction de 1’apport énergétique durant
I’enfance ou avant la premiere grossesse réduit le risque de cancer du sein de 23 % a 76 %. Le
mécanisme de cette association impliquerait le recul de 1’dge d’apparition des premieres
régles et la diminution du niveau de I’hormone de croissance IGF-I et des cestrogénes
(Michels et Ebkom, 2004 ; Nkondjock et Ghadirian, 2005).

v Radiations ionisantes
Un suivi intensif de plusieurs groupes de population a montré que le sein est I’'un des organes
les plus sensibles aux effets des radiations (Key et al., 2001). L’exposition du tissu mammaire
aux radiations ionisantes, avant 1’dge de 40 ans, est susceptible de provoquer un cancer du

sein dans les années ultérieures. Il a également ét¢ montré que [’effet des radiations
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ionisantes, chez les femmes exposées avant 1’dge de 40 ans, est associé¢ a un risque de cancer
du sein multiplié par trois, pour une exposition évaluée a 1 Gy (Boice, 1996 ; Nkondjock et
Ghadirian, 2005). Le risque de cancer du sein est similaire pour une exposition unique ou
pour des expositions multiples a intensité totale égale (Little et al., 1999). Les radiations
ionisantes augmentent le risque de cancer du sein dans la mesure ou elles endommagent
I’ADN et ses constituants. Des études suggerent que des variabilités génétiques individuelles
peuvent influencer la sensibilité aux radiations ionisantes (Ronckers et al., 2005 ; Wakeford,
2004).
2. Facteurs génétiques

5 a4 10 % des cancers mammaires ont une origine génétique c’est-a-dire qu’il existe une
agrégation familiale du cancer du sein dans une méme branche parentale (Wooster et Weber,
2003). L’histoire familiale est associée, de manicre réguliere, a un risque accru de cancer du
sein. Le risque relatif pour toute forme de parenté est d’environ 1,9 et I’exces de risque est
plus marqué chez les femmes plus jeunes et lorsque la maladie s’est développée chez une
proche parente (mere, fille ou sceur), avant 1’age de 50 ans (Pharoah et al., 1997).

Par ailleurs, certaines mutations génétiques sont susceptibles d’augmenter le risque de cancer
du sein. Deux génes, BRCAI (BReast Cancer associated gene 1) et BRCA2 (BReast Cancer
associated gene 2) localisés respectivement sur les chromosomes 17q et 13q, semblent les plus
impliqués (Miki et al., 1994 ; Wooster et al.,1995). Ils apparaissent étre des régulateurs
importants de la réparation de I'ADN, du cycle cellulaire, et de 1'apoptose (Gudmundsdottir et
Ashworth, 2006). Une mutation délétére dans I’un de ces geénes de prédisposition héréditaire
confere un risque cumulé de développer un cancer du sein de 80-85% pour les femmes et 6 %
pour les hommes, lorsque le sujet porteur de ces genes atteint 1’age de 70 ans (Ford et al.,
1998 ; Wolpert et al., 2000). Pourtant, ces mutations ne sont détectées que dans 10-15% des

cancers du sein familiaux (Ford et al., 1995 ; Newman et al., 1997).



CHAPITRE 1 : REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

Un troisieme gene TP53 est a ’origine de tableaux familiaux trés particuliers de cancer du
sein associant principalement le syndrome de Li-Fraumeni, li¢ essentiellement a une mutation
germinale hétérozygote du géne TP53, des cas de sarcomes, de tumeurs cérébrales et
d’hémopathies (Chompret et al., 2000 ; Frebourg et al, 2001).

D’autres génes de prédisposition, responsables de syndromes autosomiques dominants plus
rares et comportant un risque modéré de cancer du sein, ont é¢galement été identités (Tableau
1) (Turnbull et Rahman, 2008).

Tableau 1. Les principaux genes de prédispositions héréditaires au cancer mammaire
(Turnbull et Rahman, 2008)

. Fréquence
Géne/Locus Syndrome associé Rlsqu.e dans la Autr(? t ype de cancers
Relatif . associés
population

BRCAI >10 0.1% Ovaire
BRCA2 Anémic de Fanconi >10 0.1% Ovaire, Prostate

groupe D1
TP53 Li-Fraumeni >10 rare Ostéosarcome
PTEN Cowden 2-10 rare Thyroide, Endométre
STK11 Peutz-Jeghers 2-10 rare Gastro-intestinal
CDH1 2-10 rare Gastrique diffus
ATM Ataxie-Télangiectasie 2-3 0.4% Lymphomes
CHEK? 2-3 0.4% Leucémie, colon
BRIPI Anémie de Fanconi )3 0.1% )

groupe J
PALB?2 Anémie de Fanconi 24 rare Pancréas

groupe N
10q26, 16q12, _ . i
2435, 8q24, 5p12 1.08-1.26  24-50%
11p15, 5q11 - 1.07-1.13  28-30% -
2q33 - 1.13 0.87 -

II. Classifications des cancers du sein

Le cancer du sein est une maladie complexe caractérisée par 1’accumulation de multiples
altérations moléculaires qui prennent naissance au niveau des unités cellulaires des tissus
¢épithéliaux de la glande mammaire (Gongalves et al., 2005). Il est cependant inapproprié¢ de

parler « du » cancer du sein tant ses formes sont différentes. Au niveau anatomique, on
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distingue principalement les carcinomes canalaires des carcinomes lobulaires. Les deux
pouvant étre soit in situ soit infiltrant. Cette classification morphologique a été améliorée par
la connaissance des anomalies moléculaires des cancers du sein, aboutissant a définir des
sous-groupes de cancers : luminal A, luminal B, HER2, basal-like, normal-like.

1. Classification histologique
Pour comprendre cette classification qui se rapporte aux constituants normaux du sein, il est
nécessaire de faire un rappel concernant 1’anatomie du sein. Chaque sein contient
une glande mammaire (elle-méme composée de quinze a vingt compartiments séparés par du
tissu graisseux) et du tissu de soutien qui contient des vaisseaux (sanguins et lymphatiques),
des fibres et de la graisse. Chacun des compartiments de la glande mammaire est constitu¢ de
lobules et de canaux. Le rdle des lobules est de produire le lait en période d’allaitement. Les
canaux transportent le lait vers le mamelon (Figure 2).
Initialement, le cancer du sein a été¢ défini par ses caractéristiques morphologiques et immuno-
histochimiques selon ’OMS. Dans plus de 95% des cas, les tumeurs malignes du sein se
développent a partir des cellules épithéliales glandulaires et sont donc appelées des
adénocarcinomes (ou des carcinomes). Les adénocarcinomes galactophoriques ou canalaires
sont majoritaires et représentent 70 a 80% des carcinomes infiltrants. Les adénocarcinomes
lobulaires sont moins fréquents, entre 5 et 15%. Mais il existe d’autres formes rares de
carcinomes infiltrants, tels que les carcinomes médullaires (2%), les carcinomes mucineux (ou
colloides) (2%), les carcinomes tubuleux (1%), les carcinomes apocrines (dérivent des
cellules lactiferes) et la maladie de Paget (tumeur du mamelon)
Dans de rares cas, les cellules cancéreuses mammaires proliférent en carcinome in sifu sans
rupture de la lame basale, par opposition au carcinome infiltrant. Il existe 4 types
architecturaux de carcinomes canalaires in situ (massif, cribriforme, papillaire et comédo)

dont le pronostic est favorable. D’autres types de cancer du sein, plus rares, qui prennent
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naissance dans le tissu conjonctif du sein représentent moins de 1% de toutes les tumeurs
malignes du sein et constituent un groupe de Iésions disparates comportant les sarcomes
phyllodes, les sarcomes mésenchymateux, les angiosarcomes et les lymphomes non

hodgkiniens primitifs du sein (Tubiana et Koscielny, 1987).

claviculs -

muscle grand pectoral

cite ——

graisse

musclz intercostal ———=
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.} —— mamelon

1 canaux

lobules

Figure 2. Schéma anatomique du sein

http://www.e-cancer.fr/images/stories/cancerinfo/Sein/structure-sein-web-ok.jpg

2. Classification moléculaire

L’étude de I’expression génique permet de proposer une nouvelle classification dite
moléculaire en classes ou sous-types dans le cancer du sein.

Perou et al. ont été les premiers en 2000 a subdiviser les cancers du sein en sous-groupes
selon leur profil d’expression génique basé sur I’analyse de plus de 40 000 genes. Ils ont
individualisé tout d’abord deux groupes principaux en fonction de I’expression des récepteurs
aux estrogenes (RE). Ils ont identifié cinq sous-types de carcinomes en les comparant au tissu
normal : Luminal A, Luminal B, HER2, basal-like et normal-like (Perou et al., 2000 ; Sorlie et

al., 2001) (Figure 3).
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v" Luminal A
Ce groupe comprend des tumeurs RE+ dont I’expression génique est proche de celle des
cellules épithéliales luminales dont le profil immunohistochimique est caractérisé par
I’expression de certaines cytokératines, CK8/18 et CK19.
Le sous-type Luminal A représente 50 a 55 % des cancers du sein. Il est caractérisé par une
expression élevée des genes des RE, une expression élevée de génes régulés par RE (GATA-
3, FOX Al, etc.), une faible expression des genes liés a la prolifération, une absence de
surexpression de HER2 (Human Epidermal growth factor Receptor-2). Le géne TP53 est muté
dans 13 % des cas. Sur le plan du phénotype, en pratique clinique, ce type correspond a des
carcinomes tubuleux, et a des cancers canalaires infiltrants ou cancers lobulaires infiltrants de
grade I ou II, avec index de prolifération faible (Ki67 < 14 %, interprété en technique
d’immuno-histochimie) (Valentin et al., 2012 ; Boisserie-Lacroix et al., 2013).

v" Luminal B
11 représente environ 20 % cancers du sein. Par comparaison avec le groupe luminal A, il se
caractérise par une expression plus faible des genes des RE, une expression moindre de genes
régulés par RE (GATA-3, FOX Al, etc.), et une expression élevée des genes liés a la
prolifération. Le géne TP53 est muté dans 66 % des cas. Sur le plan du phénotype, en pratique
clinique, ce type correspond a des carcinomes infiltrants de grade II ou III, exprimant les RE
(RE+), avec Her2 Score 0, 1+, 2+ non amplifié¢, avec fort index de prolifération (Ki67 > 14
%). Les carcinomes survenant dans le cadre de mutations du géne BRCA2 appartiennent
souvent a ce type moléculaire (Boisserie-Lacroix et al., 2013).

v' HER2
I représente 15-20 % des cancers du sein. Il est caractérisé par 1’absence d’expression des
genes liés aux RE, D’expression élevée des genes de 1’amplicon HER2 (GRB7, etc.),

I’expression €levée des geénes liés a la prolifération. Le géne TP53 est muté dans 71 % des
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cas. Sur le plan du phénotype, en pratique clinique, ce type correspond a des carcinomes
infiltrants de grade II ou III, n’exprimant pas les RE (RE—), avec Her2 Score 3+ ou 2+ en
immuno-histochimie, amplifi¢ en FISH, quel que soit le Ki67 (Boisserie-Lacroix et al., 2013).
v’ Basal-like
Les tumeurs de type basal-like sont caractérisées par 1’expression de génes identiques a ceux
exprimés par les cellules basales myoépithéliales de la glande mammaire, d’ou le nom de
« basal-like ». Il représente 10-15 % des cancers du sein et 56 a 85 % des cancers Triple
Négatif (TN) (Les cancers TN représentent 7 a 16 % de tous les cancers et 70 % des tumeurs
survenant chez des femmes BRCAI mutées). Ils sont caractérisés par une absence complete
d’expression du gene des RE et a la progestérone et de HER2 (« triple négativité »). Le sous-
type basal-like exprime les cytokératines (CK) de haut poids moléculaires ou CK basales
(ainsi dénommées a cause de leur expression dans les cellules basales ou myoépithéliales des
canaux galactophores normaux). Il est caractérisé par I’absence d’expression des RE,
I’expression des génes de kératines de haut poids moléculaire (CKS5, CK14, CK17), laminine
et FAB7, ’expression élevée des genes liés a la prolifération (surexpression de I’EGFR). On
observe une mutation du gene TP53 dans 82 % des cas. En pratique clinique, ce type
correspond a un phénotype histologique déterminé : cancer canalaire infiltrant de grade III,
peu différencié, RH—, HER2—, avec infiltrat lymphocytaire, zones de nécrose tumorale, zone
centrale fibrosée, et contours pushing (front continu de poussée tumorale, sans stroma
réaction). Il s’agit d’un groupe hétérogéne regroupant 85 % des tumeurs BRCAI mutées, les
cancers médullaires et métaplasiques (Foulkes et al., 2003 ; Valentin et al., 2012 ; Vincent-
Salomon et al., 2010 ; Boisserie-Lacroix et al., 2013).
v" Normal-like
L’expression génique est proche de celle du tissu mammaire normal, phénotype « normal ». Il

s’avere que cette catégorie identifiait en fait des artefacts de dilution des ADN tumoraux par
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les ADN du tissu mammaire normal. En revanche, trois nouvelles catégories ont été
identifiées au sein des tumeurs RE négatives :

Les tumeurs basses en claudin « claudin-low » dont le phénotype se rapproche de celui des
cellules souches (Hennessy et al., 2009), qui rassemblent la majorité des carcinomes a cellules
fusiformes ou métaplasiques ; le groupe « apocrine moléculaire » présentant une activation du
récepteur aux androgenes (Farmer et al., 2005) et un groupe « interferon rich » exprimant en
particulier STATI1 (Transducteur de signal et activateur de la transcription 1) (Hu et al.,
2006). La valeur pronostique et I'utilité¢ clinique des ces trois derniers groupes reste a
déterminer (Valentin et al., 2012).

Cette classification moléculaire a clairement amélioré la compréhension de la maladie en

démontrant son hétérogénéité moléculaire.

Cancers
65-75 % mammaires 25.35 %
Autres types
Normal-
RE + RE- |—— | jike,
50_55y &i_m % 15-20‘V \2_15 o, | Claudin-low,
Luminal A Luminal B HER2 Basal-like
- RE/RP+ -RE/RP+ -RE/RP- -RE/RP/HER2-
-CK8/18+ -CK8/18 +/- -HER2 -CK5/6/17+
amplification EGFR+
_H\_H__R\_
Bon PRONOSTIC Mauvais

Figure 3. Classification moléculaire des cancers du sein (Valentin et al., 2012)
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IV. Spécificités cliniques, Pronostiques, thérapeutiques des cancers du
sein Triple Négatif

Le cancer du sein triple négatif est associé a un profil clinique défavorable avec un haut
risque de rechute métastatique précoce. De plus, ce type de cancer du sein ne présente aucune
cible thérapeutique propre et son pronostic est donc particulierement mauvais. La définition
de facteurs prédictifs de la réponse tumorale aux différents traitements et 1’apport des
thérapies ciblées sont deux pistes susceptibles d’améliorer la prise en charge et la survie des
patients atteints par ce type de cancer extrémement agressif (Freres et al., 2010).

v’ Spécificités cliniques
A la mammographie, le cancer du sein «triple négatif)» se présente, la plupart du temps, sous
la forme d’une masse circonscrite sans micro-calcifications et spicules caractéristiques du
cancer du sein classique. Cette particularité évoque un cancer agressif, a prolifération majeure
sans carcinome canalaire in situ associé. Ces tumeurs sont fréquemment rehaussées en IRM et
hyper-fixantes en TEP-TDM (Tomographie par émission de positons).
Sur le plan histologique, on retrouve essentiellement des carcinomes canalaires de haut grade
(grade 3 de Bloom dans 66 % des cas). Les caractéristiques tumorales sont celles d’un cancer
agressif : architecture peu différenciée, haut index mitotique, rapport nucléo-cytoplasmique
important, noyaux irréguliers et hyper-chromatiques. La masse tumorale refoule les tissus
voisins et présente des zones de nécrose géographiques et souvent centrales La taille tumorale
moyenne est plus élevée dans le groupe des cancers du sein «triple négatify que dans les
autres groupes (> 2 centimetres de diametre au diagnostic dans 2/3 des cas) (Freres et al.,
2010 ; Gongalves et al., 2013).

V' Spécificités pronostiques
Le cancer du sein «triple négatif» se caractérise par un profil de récurrence particulier. Le

risque de rechute augmente au cours des deux premicres années pour atteindre un pic apres 2-
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3 ans, puis diminue au cours des cinq années suivantes. La majorité des patientes qui ne
présentent pas de récurrence apres huit ans d’évolution sont guéries contrairement aux autres
types de cancer du sein ou le risque de récurrence persiste méme tardivement. En cas de
récidive, la médiane de survie est de 9 mois, contre 20 mois pour les autres types de tumeur,
avec une réponse moindre a la chimiothérapie.

La récidive a distance constitue la majorité des cas, sans récidive locale préalable. Dans le
cancer de type triple négatif, par rapport aux autres groupes de cancer du sein, le risque de
métastases a distance est moins important au niveau des os et du foie alors qu’il augmente au
niveau du cerveau et des poumons. Le risque de récidive locale est mal défini puisqu’il varie
selon les études publiées. On remarque tout de méme que ces récidives sont plus précoces
dans le cancer du sein «triple négatif» que dans les autres types de cancer du sein. L’absence
d’expression de CK19 est associée a un plus haut risque de récidive locale. Le risque de
métastases ganglionnaires est, lui aussi, mal défini. Cependant, il n’existe aucune corrélation
entre la taille de la tumeur et le risque d’envahissement ganglionnaire pour les tumeurs de
moins de cinq centimetres de diameétre. Cette caractéristique est bien connue pour le cancer du
sein associé¢ a une mutation de BRCAI, qui, généralement, s’apparente au cancer du sein
«triple négatif». Tous les déces causés par le cancer du sein «triple négatify surviennent dans
les 10 ans apres le diagnostic (Freres et al., 2010 ; Brady-West et McGrowder, 2001 ;
Gongalves et al., 2013).

V' Spécificités Thérapeutiques

En dehors de la chirurgie et de la radiothérapie, la chimiothérapie est le seul traitement
systémique validé dans le cancer du sein «triple négatify». Etant donné leur index mitotique
¢levé, ces tumeurs sont davantage chimiosensibles, particulierement aux anthracyclines et,

peut-&tre aussi, aux platines et ses dérivés.
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Elles répondent ¢galement aux taxanes mais n’y sont pas plus sensibles que les cancers du
sein non triple négatif. Le schéma actuellement validé est un schéma séquentiel FEC
(Fluorouracil, Epirubicine, Cyclophosphamide) / taxane. Malgré leur chimiosensibilité, les
cancers du sein «triple négatif» sont de moins bon pronostic en raison d’une progression
rapide chez les non-répondeurs. Aujourd’hui, les études se focalisent sur les traitements ciblés
afin d’augmenter I’efficacité thérapeutique dans les cancers du sein «triple négatif».

Le traitement ciblé s’attaque aux cibles moléculaires qui sont supposées jouer un role dans la
carcinogenese. Différentes voies de signalisation sont activées dans les cancers du sein triple
négatif et pourraient potentiellement servir de cibles thérapeutiques dans ces cancers :

La voie de ’EGFR

L’EGFR (Epithelial Growth Factor Receptor ou HER-1) est un récepteur de type tyrosine
kinase (TK) surexprimé dans 66 % des cancers du sein «triple négatify. Il existe deux types de
thérapie ciblée sur ce récepteur, les anticorps monoclonaux et les inhibiteurs de son activité
tyrosine kinase. Le blocage du récepteur entraine la non-activation des kinases associées, une
inhibition de la croissance cellulaire, une induction de ’apoptose, une diminution des métallo-
protéinases de la matrice extracellulaire et une diminution de la vascularisation. Ces
médicaments (ex : cetuximab, gefitinib...) sont déja utilisés dans le traitement des cancers
pulmonaire, colorectal et ORL métastasés et sont a 1’étude en cancérologie mammaire et plus
particulierement en ce qui concerne le cancer du sein «triple négatif» (Freres et al., 2010 ;
Gongalves et al., 2013).

c-kit

ck kit est un facteur de croissance exprimé dans 31 % des cancers du sein avec un profil
triple négatif. Une étude de Simon et al a cependant montré une faible incidence de mutation
des genes kit dans ces cancers (Simon et al., 2004). L’Imatinib mesylate est un inhibiteur de
I’activité tyrosine kinase de c-kit mais surtout de la protéine Bcr-Abl impliquée dans la

transformation néoplasique des leucémies myéloides chroniques.
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Son activité en cancérologie mammaire n’a pas encore été démontrée.

Les inhibiteurs de [’angiogénese

La néo-angiogenese joue un role important dans la croissance tumorale. Le VEGF (Vascular
Endothelial Growth Factor) est le premier facteur controlant la formation des vaisseaux. Il
n’est pas surexprimé de fagon spécifique dans le cancer du sein «triple négatif», mais la
vascularisation joue un role important dans la dissémination métastatique de la maladie. Le
bevacizumab est un anticorps monoclonal anti-VEGF. Son taux de réponse en monothérapie
est faible, mais, associé¢ au paclitaxel, il augmente significativement la survie sans rechute
mais pas la survie globale. Deux études ont récemment confirmé le bénéfice en termes de
survie sans progression d’une association du bévacizumab avec le docétaxel (étude AVADO)
et a la capécitabine (Freres et al., 2010).

Les mécanismes de réparation de [’ADN et les inhibiteurs PARP

BRCAI1 joue un rdle majeur dans la réparation des cassures des doubles brins de I’ADN par le
mécanisme de recombinaison homologue (HR). L’expression de la protéine BRCAI est
significativement plus faible dans les tumeurs mammaires avec un grade histologique élevé,
un déficit d’expression des récepteurs hormonaux et un profil triple négatif (basal-like)
(Freres et al., 2010). Ainsi, la voie BRCA1 est probablement dysfonctionnelle dans les
cancers du sein «triple négatify. Des mutations constitutionnelles, un mécanisme
épigénétique, une régulation post-transcriptionnelle par des micro-ARN (Moskwa et al.,
2011), la méthylation du promoteur du BRCAI, pourraient étre en cause. Ces tumeurs
présentant une altération de la voie BRCA1 ont une sensibilité¢ accrue aux sels de platine, qui
génerent des cassures ADN, d’ou I’idée de les utiliser d’avantage dans le traitement du cancer
du sein «triple négatif». Les cellules avec une dysfonction de la voie BRCAI1 seraient

¢galement sensibles aux inhibiteurs d’une enzyme, la Poly (ADP-ribose) polymérase (PARP).
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Cette enzyme est activée par les cassures ADN simples brins et permet la réparation de cette
cassure unique. Dans ces tumeurs BRCA1 déficientes, la réparation des cassures de 'ADN est
impossible si les deux voies de réparation PARP et HR sont inhibées. Or, la perte de fonction
BRCAL1 inhibe la voie HR et les cellules tumorales soumises aux inhibiteurs PARP sont
vouées a I’apoptose.

Autres cibles thérapeutiques potentielles

Les autres exemples de cibles potentielles dans les cancers du sein triple négatif comprennent
la protéine P53 fréquemment mutée, le récepteur tyrosine kinase MET, la régulation
transcriptionnelle avec les histones déacétylases ou avec des microARNs (Moskwa et al.,
2011), la protéine chaperonne HSP90, la voie NOTCH, ou encore les acteurs moléculaires de
la réponse immune tels que NFkB, le récepteur CXCR4 et son ligand CXCL12/SDFI, le
récepteur JAK2, ainsi que les molécules de régulation de la réponse T cytotoxique CTLA-4
ou PD-1 et PD-L1, dont le ciblage par anticorps monoclonaux est en cours de développement

clinique (Gongalves et al., 2013).
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Partie II - Le géne BRCAI

I. Structure du géne, du transcrit et de la protéine BRCA1

Le géne BRCAI a été localisé sur le chromosome 17g21-1 (Miki et al., 1994). 1l est constitué
de 5592 nucléotides distribués sur environ 100 kb d’ADN génomique dont 40 % sont des
séquences répétées de type « Alu ». Le gene BRCAI est formé de 24 exons dont 22 sont
codants. L’exon 1 est non codant et correspond a la majeure partie de I’extrémité 5’-UTR (de
l'anglais 5' UnTranslated Region), laquelle comprend aussi le début de I’exon 2 jusqu’au
codon d’initiation de la traduction. Le codon de terminaison est situé au début de 1’exon 24 ou
commence ’extrémité 3’-UTR comportant le signal de polyadénylation. L’exon 4 est non
codant aussi et comporte un motif de séquences A/u répétées (Smith et al,. 1996).

La caractéristique du géne BRCA est la présence d’un grand exon central (exon 11) de 3426
pb, qui représente plus de 60% de la séquence codante. La taille des autres exons varie de 41 a
311 pb. Les introns représentent 91% de la séquence du gene, et comportent plusieurs
séquences répétées, dont 42% sont de type A/u, pouvant étre a I’origine de mutations ou de
réarrangements suite a des recombinaisons (Miki et al., 1994). Bien que trés polymorphe, ce
gene est conserveé chez les mammiferes (Yang et Lippman, 1999).

L’ ARN messager majeur du géne BRCA1 est de 7,8 kb et code une phosphoprotéine de 1863
acides aminés de 220 kDa. Le messager primaire de BRCAI posséde un nombre élevé de
variants d’épissage, qui ne sont pas tous fonctionnels. Différentes études ont mis en évidence
I’existence de trois variants d’épissage prédominants : un transcrit ne contenant pas les exons
9 et 10 (BRCAI A9, 10) ; un transcrit ne contenant pas la majorité de I’exon 11 (BRCAI
Al1b) et un transcrit combinant ces deux épissages alternatifs (BRCAI A9, 10, 11b) (Lu et al.,
1996 ; Thakur et al., 1997 ; Orban et Olah., 2003). Le variant BRCAIA11b est exprimé a plus

faible niveau que le transcrit sauvage (Wilson et al., 1997). Tous ces variants sont exprimés
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de facon ubiquitaire aussi bien dans les cellules épithéliales mammaires que dans les lignées
cellulaires dérivées de tumeurs mammaires, mais leurs réles restent inconnus.

La protéine BRCA1 présente de nombreux domaines ayant des fonctions différentes (Figure
4):

- Un domaine RING (Really Interesting New Gen) « RING finger », ou domaine en doigt de
zinc a ’extrémité amino-terminale englobant les acides aminés 1 a 109 (exons 2-7) (Miki et al
1994 ; Clark et al., 2012). Il s’agit d’une région riche en résidus cystéine et histidine, pouvant
lier des ions zinc. Il serait impliqué au niveau de différentes interactions protéines-protéines et
protéine-ADN et il semble nécessaire aux fonctions de régulation de la transcription, de
recombinaison et réparation de I’ADN (Lovering et al., 1993) ;

- Deux domaines BRCT (BRCA1-C-Terminus) a I’extrémité carboxy-terminale, s’étendant
sur les résidus aminés 1 646 a 1 863. Il s’agit d’un motif d’acides aminés acides répétés en
tandem. Ils interviendraient au niveau des interactions protéines-protéines et dans la réponse
aux dommages de I’ADN (Callebaut et Mornon, 1997 ; Huyton et al., 2000 ; Clark et al.,
2012). A travers son domaine BRCT, la protéine BRCA1 interagit avec différents partenaires
dont p53, BRCA2 et RNA Helicase A qui lie BRCA1 a ’ARN polymérase II (Anderson et
al., 1998).

- Deux sites de signalisation de localisation nucléaire NLS (Nuclear Localization Sequences),
ils sont localisés a I’extrémité 5° de I’exon 11 (NLSI : aa 503-508 et NLS2 : aa 607-614) et
impliqués dans les interactions protéine-protéine. Seul le premier motif est essentiel a la
localisation nucléaire de la protéine (Miki et al ., 1994 ; Thakur et al., 1997 ; Clark et al.,
2012).

- un domaine d’exportation nucléaire NES (Nuclear Export Sequence) a proximité de

Pextrémité amino-terminale de BRCA1 entre les résidus &1 et 99. Ce domaine faciliterait

22



CHAPITRE 1 : REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

I’exportation de la protéine du noyau vers le cytoplasme par un mécanisme dépendant d’un

récepteur d’export nucléaire (Rodriguez et Henderson, 2000 ; Clark et al., 2012).

ATM
RING domain CHK2 J ‘ BRCTdomain
BRCA1 l
NES NLS Transcriptional activation
p53 I
I
p53 Rad51 —

RMNA Helicase A

BRCAZ2

Figure 4. Caractéristiques structurales et fonctionnelles de la protéine BRCA1 (Yoshida

et Miki, 2004)

II.  Fonctions de la protéine BRCA1

BRCAT1 est une phosphoprotéine majoritairement nucléaire de 220 kDa, qui naviguerait entre
les deux compartiments cellulaires du fait de la mise en évidence des signaux d’export et de
localisation nucléaire. Le géne BRCAI est exprimé de maniére ubiquitaire mais plus
abondamment dans les seins, les ovaires, le thymus et les testicules (Miki et al., 1994 ; Thakur
et al., 1997). Cette protéine interagit avec plusieurs partenaires protéiques et intervient dans
des processus clés tels que la réparation de I’ADN, la régulation de la transcription, le

contrdle du cycle cellulaire (Figure 5).
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Figure 5. Fonction de BRCA1 en réponse aux dommages de I’ADN (Yoshida et Miki,

2004)

1. Role dans la réparation de ’ADN
Les cellules déficientes en BRCA1 présentent une hypersensibilité aux radiations ionisantes,
accumulant spontanément des aberrations chromosomiques (cassures des chromosomes,
translocations, formation de micronoyaux, duplication du centrosome). De plus, elles
montrent un défaut au niveau de la réparation par recombinaison homologue (RH), alors que
la recombinaison non-homologue (NHEJ pour non homologous end joinning) (Figure 6)
apparait indemne (Venkitarman et al, 2001). Ces résultats suggerent I’implication de BRCA1
dans la réponse aux Iésions de I’ADN par recombinaison homologue, qui est la voie de
réparation la plus fidele. Par ailleurs, la participation de BRCA1 dans la réparation des 1ésions
de ’ADN a été confortée par sa colocalisation et son interaction avec RADS1, homologue
eucaryote de Rec A bacterien, impliqué dans la reconnaissance et la réparation des cassures
double brin d’ADN (Venkitarman et al., 2001, Yoshida et Miki, 2004). La protéine RADS51 se
lie aux structures simples brin de I’ADN au niveau des cassures doubles brins, afin de former
un filament nucléoprotéique permettant I’échange d’informations entre les molécules d’ADN.
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BRCAI ne se lie pas directement a RADS5S1 mais s’associe a des complexes protéiques :
interaction avec le complexe BASC (BRCA1 Associated genome Surveillance Complex) de
15 sous unités comprenant des suppresseurs de tumeur, des protéines de la réparation et le
complexe MRE11/RADS50/ NSB1 (MRN) (Wang et al 2000).

Suite a des lésions de I’ADN, BRCA1 va étre hyperphosphorylée par différentes kinases
(ATM, ATR, CHEK2) selon le type de dommage induit. BRCAI quitte alors les focis
nucléaires pour s’accumuler au niveau des structures réplicatives 1ésées marquées par PCNA
(Proliferating Cell Nuclear Antigen) et déclenche alors toute la machinerie de réparation de
I’ADN (Figures 5, 7). En fait, BRCA1 jouerait un réle de chef d’orchestre, coordonnant les
différentes réponses cellulaires mises en jeu lors de la détection des 1€sions de ’ADN et donc

le maintien de ’intégrité¢ du génome (Y oshida et Miki, 2004).

DSB Generation l

End Resection l
sARDIA o / \ dHJ Resolution
MRN
RPA
Crossover Non-Crossover

RADS! Loading l

RADSI Im-u A2

Double Holliday
Junction Form:

Figure 6. Recombinaison homologue (RH) (a), Recombinaison non-homologue (NHEJ

pour non homologous end joinning) (b) (O’Donovan et Livingston, 2010).
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Figure 7. Role de BRCA1 dans la réparation d’ADN par recombinaison homologue

(Yoshida et Miki, 2004)

2. Role dans la régulation de la transcription

La protéine BRCAT1 est un composant du complexe ARN polymérase II-holoenzyme, protéine
indispensable a la formation du complexe de la transcription (Scully et al., 1997), auquel il est
lié via I’interaction entre son domaine BRCT et I’ARN hélicase A (Anderson et al., 1998).
BRCAI interagit aussi avec les co-activateurs transcriptionnels p300/CBP (Pao et al., 2000)
ainsi que le co-répresseur transcriptionnel CtIP (Li et al., 1999) (Figure 5).

De plus, BRCAI associée a BARD1 (BRCATl-associated RING domain 1) pourrait utiliser
son activité ubiquitine ligase pour bloquer I’initiation de la synthése de I’ARNm en
ubiquitinant le complexe de pré-initiation transcriptionnel (Horwitz et al., 2007). BRCAI, par
son association avec des complexes remodelant la chromatine (Bochar et al., 2000), et des
régulateurs d’acétylation/désacétylation des histones (Yarden et Brody, 1999), faciliterait

I’accessibilité de I’ADN aux complexes de la transcription et de la réparation.
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Certaines études ont montré que les mutations a D'extrémité 3° de BRCAI atténuent son
association avec I’ARN hélicase A (Yoshida et Miki, 2004), et les mutations qui générent une
protéine BRCAI1 tronquée au niveau de I’extrémité C-terminale n’induisent pas la
transcription des génes rapporteurs, ce qui suggere que BRCAI1 peut fonctionner comme
régulateur transcriptionnel, et que cette fonction peut étre un composant critique de la

suppression tumorale (Welcsh et King, 2001).

3. Role dans le controle du cycle cellulaire

Le contréle du cycle cellulaire joue un role essentiel dans 1’homéostasie cellulaire et le
maintien de I’intégrité du génome. En effet, il prévient la propagation des dommages de
I’ADN par I’arrét du cycle cellulaire afin de permettre I’activation du systeme de réparation
des Iésions.

Des ¢études réalisées sur des cellules défectueuses pour différentes protéines de réponse aux
dommages de I’ADN ont démontré que ATM et BRCA1 sont requis pour des controles
efficaces au niveau des phases G1/S et G2/M (Xu et al., 1999). Suite a des radiations
ionisantes, ATM est activée et va phosphoryler CtIP ce qui perturbe le complexe CtIP-CtBP-
BRCAI1. BRCAL est ainsi libérée et assure I’activation transcriptionnelle des geénes p21 (G1-
cyclin-dependent kinase inhibitor) et GADDA45, qui sont des genes cibles de p53 (Harkin et
al., 1999 ; Jin et al., 2000 ; Yoshida et Miki, 2004).

Ces genes contribuent a I’inhibition de la prolifération et a 1’arrét du cycle cellulaire aux
phases G1/S et G2/M, pour permettre la réparation des 1ésions de I’ADN. Il semblerait que
I’association de BRCA1 a p53 redirige I’activité de celle-ci des voies apoptotiques vers la

réparation de I’ADN et I’arrét du cycle cellulaire (Figure 8).
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Figure 8. Role de BRCA1 dans le controle du cycle cellulaire suite a I’exposition aux

radiations ionisantes (Yoshida et Miki, 2004)

III. BRCATI1 dans le risque familial et sporadique du cancer du sein

1. Mutations germinales de BRCAI dans le cancer du sein familial

De nombreuses mutations germinales du géene BRCAI ont été décrites, dans des familles
présentant un grand nombre de cancers du sein et/ou de I’ovaire, confirmant ainsi le role
majeur de ce géne de prédisposition. De trés nombreuses études ont été entreprises pour la
recherche de mutations de BRCAI dans différents pays. Une base de données a été crée par le
consortium international du cancer du sein afin de répertorier les différentes mutations, c’est
le Breast Cancer Information Core (BIC) (http://research.nhgri.nih.gov/bic/) (Friend et al.,
1995 ; BIC Database).

Les mutations germinales du géne BRCAI sont réparties tout au long des régions codantes de
ce gene. Il n’existe aucune mutation « hot spot » (c’est a dire un site ou la fréquence des
mutations est anormalement ¢levée). Différents types de mutations ont été identifiés (Figure

9).
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Figure 9. Spectre des mutations germinales identifiées dans le gene BRCAL.
Hllustrations extraites du BIC (breast cancer information core) qui compile les mutations

communiquées par les participants au groupe collaboratif (Feunteun, 1999).

2. Implications de BRCA1 dans le cancer du sein sporadique
Thompson et ses collaborateurs qui ont conclu que BRCAT1 possede un role fondamental dans
les cancers sporadiques ont observé une diminution significative des niveaux d’expression de
BRCAL1 lors de la transition du stade de cancers in sifu au stade de tumeurs mammaires
invasives. Aussi, il a montré que I’inhibition de BRCA1 par des oligonucléotides anti-sens
entrainait une croissance accélérée des cellules mammaires normales et des cellules
tumorales, montrant ainsi que BRCA1 se comportait comme un régulateur négatif de la
croissance des cellules épithéliales mammaires (Thompson et al., 1995). Un certain nombre
d'études ont confirmé la fréquence d’une sous-expression de I’ARNm de BRCAI ou de sa
protéine dans les cancers sporadiques du sein (Thompson et al., 1995, Ozgelik et al., 1998,

Magdinier et al., 1998 ; Dinesh et al., 2006).
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Il a été suggéré que BRCAI est inactivé par les mutations constitutionnelles dans des
prédispositions héréditaires aux cancers du sein. Cependant dans la majorité des cancers du
sein sporadiques, la diminution de I’activité transcriptionnelle de BRCAT1 peut étre le reflet de
la présence de mutations somatiques, la méthylation du promoteur, de I’action du répresseur
ID4 ou encore d’une régulation post-transcriptionnelle par des micro-ARN. (Chen et al.,
1996 ; Matros et al., 2005 ; Rakha et al., 2008).
2.1. Mutations somatiques

Des mutations somatiques de BRCA ont été mises en évidence dans environ 10% de tumeurs
ovariennes (Hosking et al., 1995 ; Merajver et al., 1995 ; Khoo et al., 1999), alors que
seulement quelques mutations ont été identifiée dans les tumeurs mammaires (Khoo et al.,
1999, Seo et al., 2004 ; Haitian et al., 2008). Les mutations somatiques de BRCAI sont donc
des événements exceptionnels dans les cancers du sein sporadiques.

En Tunisie, les mutations somatiques ont ét¢ également peu étudiées. Une mutation non sens
1294del40 au niveau de I’exon 11 du géne BRCAI a été identifiée chez une patiente parmi
150 cas sporadiques. Cette mutation aurait donc, une fréquence de 0.66% chez les femmes

tunisiennes atteintes de cancer mammaire sporadique (Mestiri et al., 2000).

2.2. Méthylation du promoteur de BRCA1
Des chercheurs ont montré une régulation négative de BRCAI1, en identifiant une zone
fortement méthylée au niveau du promoteur de ce géne REF. Ce promoteur de BRCA1 est
inclus dans un grand ilot de CpG. La méthylation de I'llot de CpG de BRCAI réprimait
l'expression de ce gene. Cette inhibition implique les protéines de liaison a I’ADN méthylé ou

protéines a "M¢éthyl Binding Domain" (Magdinier et al., 2000 ; Billard et al., 2002).
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2.3. Surexpression du geéne ID4 (répresseur de BRCAI)
Certaines publications ont mis en évidence que la surexpression du gene /D4 (inhibitor of
DNA binding 4) dans le cancer du sein sporadique diminue 1’expression de BRCAI1 par
inhibition de son promoteur (Berger et al., 2001 ; Roldan et al., 2006 ; Wen et al., 2012).
Mueller et Roskelley ont montré que I’inactivation d’ID4 a pu augmenter I’expression du
géne BRCAI dans les cellules MCF7 et il semble y avoir une relation réciproque entre les

niveaux d’ID4 et BRCA1 (Mueller et Roskelley, 2002).

2.4. Régulation de BRCAT1 par des micro-ARNs
Les microARN sont une classe de petits ARN non codants qui peuvent réguler I’expression de
BRCAI. Les miARNs qui régulent négativement BRCA/ en interagissant avec son 3 'UTR
entrainent une réduction des niveaux de BRCA1 et donc une instabilité¢ génomique en raison
de défauts dans la réparation I'ADN. D’autre Part, BRCA1 controle I’expression de certains
miARNS, soit des miARNs oncogenes tel que miR-155 ou miARNSs suppresseurs de tumeur
tel que miR-205 (Figure 10). Une étude de Riaz et ses collaborateurs a indiqué que quelques
miARNs seulement ont été associés a une mutation constitutionnelle de BRCAI. En
comparant I’expression des miARNs entre des lignées cellulaires mutées et sauvages pour
BRCALI, ils ont trouvé deux miARNs qui ont été¢ fortement exprimés dans les lignées
cellulaires mutées pour BRCA1 : hsa-miR-29b et hsa-miR-891b (avec fold change > 2) (Riaz

et al., 2013). Nous détaillerons les miARNS dans la partie III.
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Figure 10. BRCA1 et microARN:Ss.
Les miARNs qui régulent BRCAI en interagissant avec son 3 'UTR sont indiqués dans la
partie supérieure (pointillé encadré). Dans la partie inférieure, les miARNs qui sont régulés
positivement ou négativement par BRCAI sont présentés dans des boites vertes ou grises,
respectivement. Certaines des cibles connues de chaque miARN sont indiqués en italique. Une

boucle de rétroaction possible pour le miR-146a est indiquée par une ligne pointillée avec

une fleche (Chang et Sharan, 2012).
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Partie I11- Les microARN (miARN)

Les microARN (miARN) sont une grande classe de petits ARN non-codants conservés
d’environ 19 a 25 nucléotides. Ils sont impliqués dans la régulation de 1'expression de plus de
30 % des geénes codant pour des protéines de mammiferes (Filipowicz et al., 2008). La mise
en évidence de cette classe d’ARN a été initialement découverte chez Caenorhabditis elegans
au début des années 1990 par Victor Ambros et ses collégues.

Plusieurs études vont par la suite décrire des centaines de microARNs uniques et conservés
chez différentes especes tels que la mouche D. melanogaster, la souris, les plantes ou dans des
lignées cellulaires humaines (Pasquinelli et al., 2000 ; Reinhart et al., 2002 ; Aravin et al.,
2003 ; Dostie et al., 2003 ; Houbaviy et al., 2003 ; Lagos-Quintana et al., 2001; 2002 ; 2003 ;
Lim et al., 2003 ; Bartel, 2004 ). Le nombre croissant de miARN identifiés conduit Sam
Griffith-Jones de la « Wellcome Trust Sanger Institute » a créer un registre disponible en
ligne de séquences miARN publiés, (Griffiths-Jones, 2004). Aujourd'hui, cette base de
données en ligne est appelé miRBase et peut étre consultée en ligne a http://www.mirbase.org/.
La derniére version de la base de données miARN (version 20.0, juin 2013) contient 24 521
loci de microARN de 206 especes (30 424 microARN matures) (Kozomara et Griffiths-Jones,
2014). On en dénombre actuellement 1881 précurseurs chez I’homme (2603 miARNs

matures), répertoriés dans miRBase.
I. Biogénése des miARN

Plusieurs €tudes ont montré que les génes codant pour les miARN ne sont pas distribués dans
les génomes de fagon aléatoire. (Lagos-Quintana et al., 2001 ; Lee et al., 2002 ; Rodrigez et
al., 2004 ; DilLeva et al., 2006 ; Saini et al., 2007; Griffiths-Jones et al., 2008 ; Czech et
Hannon, 2011). Les miRNAs sont codés dans le génome au sein d’unités transcriptionnelles

codant ou non pour des protéines. De plus, les génes codant pour plusieurs miARN sont
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souvent regroupés en « clusters » et produisent un transcrit primaire unique polycistronique
(Lee et al., 2002 ; Rodrigez et al., 2004 ; Cai et al., 2004 ). La transcription des miARN
originaires d’introns est apparemment conditionnée par celle de la protéine, miARNs
introniques seraient co-transcrits avec leur géne hote (Rodriguez et al., 2004 ; Baskerville et
Bartel, 2005 ; Kim et Kim, 2007) alors que les miARN codés par des geénes indépendants
semblent avoir leurs propres promoteurs et systémes de régulation (Lagos-Quintana et al.,
2001 ; Cai et al., 2004 ; Ozsolak et al., 2008; Corcoran et al., 2009; Monteys et al., 2010 ).

La biogenese des miARNSs se déroule en deux étapes séquentielles, 1’une nucléaire et 1’autre
cytoplasmique. Dans le noyau, des miARN sont transcrits par la polymérase II en précurseurs
assez longs, capés par la structure 7-méthyl-guanosine (m7G) a I’extrémité 5°, polyadénylés
par une queue poly-A a I’extrémité 3’comportant une ou plusieurs structures en tige boucle et
une boucle terminale de taille assez variable, reconnue par la ribonucléase III Drosha et son
partenaire DGCR8 (DiGeorge syndrome critical region 8) (Denli et al., 2004). Durant cette
étape, ces pri-miARN sont clivés par Drosha/DGCRS, en laissant une extrémité chevauchante
de 2 nucléotides en 3’, pour former des pré-miARN (miARN précurseurs) d’une longueur
d’environ 70 bases caractérisée par une tige-boucle d’ARN double brin (dite imparfaite
puisque renfermant quelques mésappariements). D’autre part, la machinerie d’épissage est
impliquée aussi dans la voie de génération des pré-miARN « voie de mirtrons : un pré-
miARN constitué d’un intron court » (Berezikov et al., 2007; Okamura et al., 2007; Ruby et
al., 2007 ; Chan et slack, 2007). Cette voie permet la synthése d’un pré-miARN a partir de
I’intron libéré, apres €pissage (splicing) et libération du lasso, qui se structure en forme de
tige-boucle (Figure 11). Les extrémités 5’ et 3’ du pré-mirtrons, se distinguent des pré-
miARNs classiques, correspondent aux sites d’épissage donneurs GU et accepteurs AG

(Okamura et al., 2007).
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Les pré-miARN sont ensuite exportés activement vers le cytoplasme grace au complexe
Exportine-5 couplé a la GTPase Ran pour subir d’autres maturations (Yi et al., 2003;
Bohnsack et al., 2004; Lund et al., 2004). Dans le cytoplasme, le pré-miARN est pris en
charge par Dicer, une autre RNase de type III. Le Dicer clive le pré-miARN et libére un
duplex « miARN / miARN* » ou « miARN-5p /miARN-3p », qui correspond a la partie
inférieure de la « tige » du pré-miARN débarrassé de la boucle, d’environ 20 pb avec des
extrémités 3’ sortantes de 2 nucléotides de chaque coté, caractéristiques des clivages
successifs par les RNases III Drosha et Dicer (Bernstein et al., 2001; Hutvagner et al., 2001).
Pour la stabilité¢ et la maturation de pré-miARN, Dicer s'associe avec plusieurs autres
protéines permettant de se lier aux ARN double brin, comme TRBP (Transactivating response
RNA-binding protein) ou PACT (protein activator of the interferon-induced protein kinase)
ou ADARI (adenosine deaminase acting on RNA 1) (Kim et al., 2009 ; Takahashi et al.,
2015). Ces cofacteurs servent également au recrutement d’une protéine de la famille
Argonaute (Ago) et du facteur GW182 (Glycine-tryptophan repeats containing proteins) qui
s’associent avec Dicer pour former le complexe nucléoprotéique RISC (RNA-induced
silencing complex). Chez les mammiferes, quatre protéines Ago (Agol-4) interviennent dans
les interactions miARN-ARN cible. Seule Ago2, chez I’homme, présente une activité
endonucléase. Le facteur GW182 interagit directement avec la protéine Ago. Les protéines
GW182 présentent de répétitions de glycine et tryptophane (GW, WG ou GWG) d’ou découle
leur nom (Hock et Meister, 2008 ; Bouasker et Simard, 2012).

Le duplex « miARN / miARN* » est pris en charge par ce complexe RISC, séparé rapidement
par une hélicase. Un seul brin des deux brins du duplex sera sélectionné et incorporé dans le
complexe RISC, I"autre brin (brin passager) est ensuite dégradé (ou rarement utilisé comme

brin guide et incorporé a un RISC). Ce miARN mature guide le complexe RISC pour la
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régulation des génes cibles dépendant de la complémentarité entre le miARN et ’ARNm

(Matranga et al., 2005; Filipowicz et al., 2008 ; Bouasker et Simard, 2012).
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Figure 11. Biogenese des miARN et mécanisme d’action.

Les miARN sont initialement transcrit par I'ARN polymérase Il ou 11l comme pri-miARN, qui
sont clivés en pré-miARN dans le noyau par Drosha-DGCRS. Le précurseur miARN (pré-
miARN) peut également étre geénéré par la voie mirtron. Les pré-miARN, sont exportés vers le
cytoplasme par Exportin-5 et ensuite clivés dans un complexe comprenant Dicer (RNase de
type III) et le cofacteur ADARI (adenosine deaminase acting on RNA 1) ou TRBP
(Transactivating response RNA-binding protein). Le brin fonctionnel d'un miARN mature est
incorporé dans le complexe RISC (RNA-induced silencing complex), qui contient les protéines
GWI182 et Argonautes (AGO). Dans le cadre de ce complexe, le miARN mature module
l'expression de genes en se liant a des séquences partiellement complémentaires dans les
3'UTRs ou 5'UTR de ARNm cibles, conduisant a la dégradation de I'ARNm, ['inhibition

traductionnelle, ou rarement a [’activation de la traduction (Takahashi et al., 2015).
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II1. Modes d’actions

1. Interaction miARN/ARNm
L’interaction entre le complexe miRNA-induced silencing complex (miRISC) et les ARN
messagers (ARNm) s’effectue généralement au niveau de 3°’UTRs (untranslated regions) des
ARNm cibles. Cette interaction nécessite la présence d’une forte complémentarité sur les
nucléotides 2 a 7, voire §, en 5’ du miARN, une région appelée 5’d’ancrage ou « seed
region » (Lewis et al., 2005 ; DilLeva et al., 2006 ; Grimson et al., 2007 ; Filipowicz et al.,
2008 ; Bartel 2009). Une substitution de nucléotides dans la région seed conservée aurait pour
conséquence une perturbation de ’appariement et une perte de 1’activité régulatrice des
miARNs (Lewis et al., 2003 ; Lai 2002; Lim et al., 2003).
Différents types d’appariement sont possible entre miARN et ARNm cible illustrées par la
figure 12 (Bartel 2009).
L’accessibilité des miARN a leurs cibles dépend aussi du contexte structural et moléculaire du
3’UTR. Une structure fermée en tige au niveau du site de reconnaissance miARN-ARNm
diminue ’accessibilité du miARN ainsi que sa répression (Kertesz et al., 2007).
Le site de reconnaissance doit étre proche (a 15 nucléotides) du codon stop ou de la queue
polyA, pour les longs 3’UTRs ; se situer dans une région riche en AU pour faciliter
I’accessibilité a ’ARNm ; et pour une plus grande efficacité de régulation ce site doit
coexister avec des sites de reconnaissance d’autres miARNs (phénomene répressif coopératif)

(Grimson 2007; Filipowicz et al., 2008 ; Bartel 2009).
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Figure 12. Les différents types d’interaction entre miARNs et ARNm cibles.

A, B et C sont des sites d’appariement dits « canoniques » ou classiques. D et E sont des sites

d’appariement « marginaux », beaucoup moins spécifiques et efficaces. F et G sont des sites

d’appariement « atypiques », nécessitant une complémentarité entre la partie 3’ du miARN et

[’ARNm. Les tirets verticaux illustrent la complémentarité parfaite entre la séquence seed et

le 3’UTR de I’ARNm. ORF, cadre de lecture ouvert (Open Reading Frame) (Bartel 2009).
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En se basant sur cette conservation de la région seed et de la partie complémentaire au sein de
I’ARNm, plusieurs algorithmes réussissent a prédire les cibles d’'un miARN donné. La grande
partie de ces algorithmes se focalisent sur les régions 3’UTR des ARNm chez les
mammifeéres, combinant des données expérimentales, génomiques, voire méme
thermodynamiques (comme la robustesse de I’interaction de la région 5° d’ancrage, le nombre
de miRNAs sur le 3’UTR, conservation des régions cibles au sein de différents especes,
contexte de site de reconnaissance, les énergies de liaison, flexibilit¢ de réglage des
parametres...), afin d’en ressortir des régles qui expliqueraient la reconnaissance miARN-
ARNm. Quelques outils bioinformatiques sont référencés dans le tableau 2 (Bartel 2009).

I1 a ainsi été montré que les régions 5’UTR ou ORF (Open Reading Frame) sont également la
cible de miRNAs (Kloosterman et al., 2004; Lytle et al., 2007 ; et al., 2008 ; Duursma et al.,
2008). Certains algorithmes telles que RegRNA ou PITA fournissent des prédictions sur cette
interaction miARN-5"UTR (Tableau 2).

Ces algorithmes ont [’avantage de diminuer le nombre de faux positifs méme s’ils
comportent, comme toute prédiction, des limites pour mettre en place des modeles fiables a
cause de la multitude de facteurs cellulaires (protéiques et structuraux) et I’hétérogénéité des

cibles (Bartel 2009; Friedman et al., 2009).
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Tableau 2. Outils bioinformatiques de prédiction des ARNm cibles des métazoaires

(Bartel 2009)
Nom Lien internet (accessible mai 2015) Références
TargescanHuman  http://www.targetscan.org/vert 61/ e
i ’ i - al., 2009)
Tarbas http://diana.imis.athena- (Papadopoulo
¢ innovation.gr/DianaTools/index.php?r=tarbase/index s et al., 2009)
MiRanda http://www.microrna.org/microrna’home.do 51(3)8%6)1 Sl
. http://www.ebi.ac.uk/enright- (Griffiths-
MicroCosmTargets srv/microcosm/htdocs/targets/v5S/ Jones
& et al.,, 2008)
PicTar http://pictar.mdc-berlin.de/cgi- (Krek et al.,
¢ bin/PicTar vertebrate.cgi 2005)
RegRNA http://regrna2.mbc.nctu.edu.tw/ gggg;lg ctal,
(Miranda et
RNA22 https://cm.jefferson.edu/rna22/ al.,
2006)
http://genie.weizmann.ac.il/pubs/mir07/mir07 data.ht (Kertesz et al.,
PITA
ml 2007)
miRbase (Kozomara et

(base de données ;
version 20.0, juin
2013)

http://www.mirbase.org/

Griffiths-
Jones, 2014)

2. Les différents modes d’action des miARNSs

Pour comprendre comment un miARN régule 1’expression de sa cible, il est nécessaire de
faire un rappel sur la structure de ’ARNm et du mécanisme de la traduction.

Apres leur transcription, la maturation des ARNm se caractérise par 1’ajout d’une coiffe m7G
en 5’ (7-methylguanosine en position 5’ terminale) et une queue polyA en 3°. Ces deux
¢léments assurent une meilleure stabilit¢ de ’ARNm en empéchant sa dégradation par des
exonucléases. La traduction des ARNm proceéde ensuite selon trois étapes :

L’initiation correspond au recrutement des différents facteurs du complexe elF4F (eukaryotic

initiation factor 4F) qui reconnaissent la coiffe en 5°. Le complexe elF4F, apres sa
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phospohorylation, permet de recruter a la coiffe le complexe de pré-initiation 43s qui contient
la sous-unité ribosomique 40S, I’ARNt méthionine initiateur et d’autres facteurs protéiques.
Ce complexe 43S commence alors le balayage de la région 5° a la recherche du codon
d’initiation AUG. Ensuite le 43S se dissocie et permet la formation d’un autre complexe, 80S,
constitu¢ apres fixation de la sous-unité ribosomique 60S avec la petite sous-unité¢ 40S.
L’élongation peut alors débuter. La queue poly(A) interagit avec le facteur elF4F grace a une
protéine spécifique PABP (poly(A) binding protein) pour assurer la circulation de I’ARNm.
Ceci permet le rapprochement du 5’UTR et du 3’UTR et augmente [’efficacité de la
traduction.

L’élongation correspond a la production de la chaine polypeptidique. Au cours de cette étape,
le ribosome 80S se déplace de codon en codon de ’ORF en associant chaque codon a I’ ARNt
correspondant pour ajouter le bon acide aminé a I’extrémité carboxy-terminale du peptide
néo-synthétisé.

La terminaison se fait quand le ribosome arrive au codon stop. Le polypeptide est alors

dissocié¢ (Filipowicz 2008 ; Jackson et al., 2010 ; Huntzinger et Izaurralde, 2011).

Chez les mammiferes, la majorité des miARN ciblent les ARNm pour diminuer I'expression
du gene soit par répression traductionnelle soit par clivage de I'ARNm, en fonction de la
complémentarité de la séquence miARN-ARNm. Rarement, cette interaction induit une
activation traductionnelle lorsque le miRISC se lie a la région 5’non traduite (5’UTR), au
cadre de lecture ouvert (ORF) ou a la région 3’non traduite (3°’UTR) (Bartel et al., 2004; Di
Leva et al., 2006; Vasudevan et al., 2007 ; Filipowicz et al., 2008 ; Garzon et al., 2010 ; Czech

and Hannon, 2011) (Figure 13).
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a End-u-rlul:ln.:lytil: cleavage

o Sumulation of translation

d Inhibition aftar tranalation initiatien c Inhibition of rran:lation initiation

Figure 13. Régulation des ARNm cibles par les miARN:Ss.
a. Clivage endonucléotidique de I’ARNm par Ago2. b. Déadénylation et dégradation de
[’ARNm. c. Inhibition de [l’initiation de la traduction. d. Inhibition de I’étape d’élongation. e.
Activation de la traduction. La partie centrale représente la circularisation des ARNm. En
rose, les ribosomes ; en orange, les complexes d’initiation elF et en

violet, les protéines de liaison a la queue poly(A) PABPC (Pasquinelli, 2012).

2.1. Clivage des ARNm cibles
Pour cliver I’ARNm cible par le complex miRISC, une complémentarité quasi parfaite entre
miARN et ARNm cible doit avoir lieu sur les nucléotides 2-7 voire 8 de la région seed. Aussi,
le miARN doit étre associé a la protéine Ago2 puisque c’est la seule des 4 protéines

Argonaute qui a une activité endonucléase pour effectuer un clivage de I’ARNm. Ce clivage a
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toujours lieu entre les bases 10 et 11 du miARN et génére deux fragments d’ARNm cible :
I’un possede I’extrémité 5°- phosphate et I’autre ’extrémité 3’-hydroxyl, qui sont dégradés
par la suite (Figures 13a, 14). Ce mécanisme de dégradation reste plus fréquent chez les
plantes que chez les animaux (Jones-Rhoades et al., 2006 ; Pasquinelli, 2012 ; Huntzinger et

Izaurralde, 2011 ; Ameres et Zamore, 2013).

AGO™ ﬁm"ﬂli‘i-"l]

Figure 14. Clivage de ’ARNm cible
L’activité endonucléase de la proteine Ago2 clive I’ARNm cible en deux fragments, dégrades
par la suite par [’exoribonucléase 5'—3’ (XRNI) et le complexe exonucléolytique 3'—5’

(exosome) (Ameres et Zamore, 2013).

1.1. Déadénylation et dégradation de ’ARNm
Indépendamment de la présence d’une complémentarité parfaite, la déstabilisation des ARNm
ciblés par des miARN a été montrée par plusieurs études récentes. Une diminution du niveau
d’expression des ARNm est responsable a elle seule de plus de 84% de la baisse de
I’expression protéique (Guo et al., 2010 ; Huntzinger et Izaurralde 2011). Cette diminution
des ARNm par le miARN est la conséquence d’une déadénylation (suppression de la queue
polyA de ces ARNm) (Wu et al., 2006). Cette déadénylation est effectuée par le complexe de

déadénylation CAF1-CCR4-NOT recruté au niveau de la queue polyA suite a une interaction
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entre les protéines Argonautes et les protéines GW182 (Parker et Song, 2004) (Figure 13D).
Une fois I’ARNm déadénylé, la coiffe m7G en 5’ est éliminée par le complexe DCP2 et ses
cofacteurs. La dégradation des ARNm décoiffés se fait par une exonucléase 5°-3” (XRN1)
(Eulalio et al., 2007). L’ensemble de ces protéines impliquées dans la dégradation 5’a 3” ainsi que
des ARNm réprimés sont localisées dans des granules cytoplasmiques appelées p-bodies
(Processing bodies) ou GW-bodies a cause les protéines GW182 qui les constituent (Sheth et
Parker, 2003 ; Parker et Song, 2004 ; Ding et al., 2005 ; Filipowicz 2008; Huntzinger et

Izaurralde, 2011).

2.2. Répression de la traduction par les miARN

Lors d'appariement imparfait entre le miARN et sa cible, ce qui est le cas pour la plupart des
miARN animaux, le miRISC inhibe la traduction de I’ARNm cible. Plusieurs études indiquent
que le blocage de la traduction a lieu au niveau de I’initiation, d’autres pensent que le blocage
se fait a des stades post-initiation (Kiriakidou et al., 2007 ; Huntzinger et Izaurralde 2011,
Pasquinelli 2012).

Le blocage de I’initiation de la traduction (Figure 13c¢) se ferait par plusieurs mécanismes qui
ont été décrits dans des études sur des cellules en culture. L’inhibition de I’initiation de la
traduction peut se faire par une inhibition de la reconnaissance de la coiffe suite a un
mécanisme d’interaction de la proteine Ago2 avec la coiffe suggérant donc que la fixation
d’Ago2 a la coiffe lui permet d’entrer en compétition avec la fixation du complexe d’initiation
elF4E (Olsen et Ambros, 1999 ; Humphreys et al., 2005 ; Pillai et al., 2005 ; Kiriakidou et al.,
2007 ; Huntzinger et Izaurralde 2011; Pasquinelli 2012).

Aussi, ’inhibition de recrutement de la sous-unité ribosomique 60S via le recrutement du
facteur elF6 entraine le blocage de I’initiation de la traduction. L’association d’elF6 au

complexe miRISC au niveau de I’ARNm cible permettrait donc d’empécher le recrutement de
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la sous-unité 60S car cette proteine est impliquée dans la biogénése et la maturation des sous-
unités ribosomiques 60S (Chendrimada et al., 2007).
L’inhibition de la traduction induite par les miARNs a des stades post-
initiation (Figure 13d) peut se faire par deux mécanismes possibles. Le premier mécanisme est
le détachement prématuré des ribosomes en cours d’élongation. Petersen et ses collaborateurs
montrent que la fixation des miARNs au niveau de 3’UTR de ’ARNm cible interfére avec
I’élongation a distance et induit une terminaison prématurée (Petersen et al., 2006). Le
deuxiéme mécanisme est la dégradation co-traductionnelle des polypeptides naissants par une
protéase inconnue (Pillai et al., 2005 ; Nottrott et al., 2006 ; Petersen et al., 2006).

2.3. Cas particuliers d’activation de traduction
Rarement, les microARNs sont également capables de stimuler la traduction de certains
genes. Quelques cas de régulation positive par activation de traduction ont été observés par
interaction entre miARN et la région 5’UTR de ’ARNm cible. Orom et ses collegues ont
montré que I’interaction de miR-10a et le 5’UTR des ARNm de diverses protéines
ribosomiques est capable d’activer leur traduction (Orom et al., 2008).
De méme, miR-122 en se fixant a la région 5’UTR stimule la réplication de I’ARN du virus
de I’hépatite C (Jopling et al., 2008).
Dans certains cas et sous des conditions de stress cellulaires, ’interaction de miARN et la
région 3’UTR de ’ARNm cible a été associée a l'activation de 1’expression plutét que la
répression. Pendant un arrét du cycle cellulaire, le miR-369-3 est capable d’activer la
traduction de TNFa (Tumor necrosis factor o) en se fixant a des séquences riches en A-U
placées dans la région 3’UTR de ’ARNm de TNFa. Ces séquences sont capables de recruter

diverses protéines Argonautes et autres facteurs associés au miARNs (Vasudevan et al.,

2007 ; Pasquinelli, 2012). Ceci suggere qu’il y ait une réversibilité d’action des miARN dans

le controle de la traduction des ARNm cibles en fonction du cycle cellulaire.
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III. miARN et le cancer du sein

1. Perturbations de I’expression de miARN dans le cancer du sein
Plusieurs techniques de clonage, séquengage, qPCR, hybridation in situ, puces 8 miARN ont
mis en évidence que I’expression des miARN est perturbée dans le cancer du sein et dans
d’autres types de cancers. La dérégulation de leurs expressions pourrait étre engendrée par
plusieurs mécanismes :

- Les perturbations de 1’expression par réarrangement chromosomique sont révélées par
le fait que les miARN sont en général localisés dans des régions génomiques associées
aux cancers. 72,8%, des loci de miARN montrent une altération du nombre de leurs
copies dans les cancers du sein (Calin et al., 2004 ; Zhang et al., 2006).

- Les perturbations d’expression des miARN par régulation transcriptionnelle : lors de
I’étape de transcription des genes par I’ARN polymérase II, I’expression des miARN
peut également étre régulée par des facteurs de transcription. Par exemple, une
hyperméthylation du géne mir-9-1 corréle avec une diminution de I’expression de
miR-9 dans certaines tumeurs de cancers du sein (Lehmann et al., 2008). On peut citer
également, I’exemple d’une protéine favorisant la progression métastatique de cellules
cancéreuses mammaires (protéine Twist) qui augmente la transcription et 1I’expression
de miR-10b dans des cellules métastatiques (Ma et al., 2007). D’autres miARN sont
régulés par des facteurs de transcription inductibles par des hormones et en particulier
les récepteurs des cestrogenes impliqués dans la prolifération cellulaire des cancers du

sein (Adams et al., 2007; Bhat-Nakshatri et al., 2009; Wickramasinghe et al., 2009).
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Les perturbations d’expression des miARN par des défauts dans le mécanisme de
biogenese ont été observées dans différents cancers (Sekine et al., 2009; Sugito et al.,
2006). Des aberrations d’expression des protéines ou des complexes impliquées dans
la machinerie de biogenese tels que Drosha/DGCRS et Dicer/TRBP2 par d’autres
facteurs (exp : p53) contribuant a la perturbation d’expression des miARNs
(Boominathan, 2010).

Les perturbations d’expression des miARN par des polymorphismes de nucléotides
SNP (Single Nucleotide Polymorphism) qui existent dans le loci contenant les miARN
affectant par la suite I’expression de miARN mature. Dans les cancers du sein, on
trouve par exemple un SNP (G, T) dans la région 5’ de miR-125a qui perturbe la
maturation du pri-miR-125a et entraine une diminution de I’expression du miARN
issu de I’allele « T » (Duan et al., 2007 ; Li et al., 2009). Un autre SNP (G, C) retrouvé
dans la tige-boucle du pré-mir-146a, se situe dans la région 5’ d’ancrage de miR-
146a* et affecte I’expression de miARN mature. Ce SNP, selon le type de cancer,
diminue ou augmente I’expression du miR-146a mature. Dans le cancer du sein, ce
SNP augmenterait I’expression du miR-146a chez des patientes qui ont un age plus
jeune (Shen et al., 2008; Xu et al., 2008).

Les perturbations d’expression des miARN par dérégulation de la liaison miARN-
ARNm cible. Cette dérégulation est engendrée par des modifications génétiques
(mutations, délétions/insertions, translocations, SNP) pouvant cibler les séquences de
la cible reconnues par les miARN (Gao et al., 2009 ; Wiestner et al., 2007 ; Mayr et

al., 2007 ; Yu et al., 2007).
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2. Fonction des miARN dans le cancer du sein
Depuis leur découverte en 1993, les miARN ont ét¢ montré pour jouer un rdle important dans
la plupart des fonctions biologiques (DiLeva et al., 2006). Chaque miARN peut réguler des
centaines d'ARNm cibles, ils peuvent jouer un rdle primordial dans un large éventail de
processus biologiques (Ambros, 2004), comme la tumorigenese, en particulier dans le cancer
du sein. Ce role a été déterminé par diverses techniques qui mettent en évidence 1’effet de la
surexpression, la sous-expression, la mutation des miARN sur les processus biologiques
cellulaires (prolifération, cycle cellulaire, apoptose, invasion cellulaire, formation des

métastases...).

21. Les miARNSs oncogeénes / suppresseurs de tumeur dans le cancer du
sein
Un miARN peut étre défini comme un oncogene, lorsqu’une augmentation de son expression
provoque I’immortalisation de la cellule c’est-a-dire la transformation de cellules normales en
cellules cancéreuses.
Quelques exemples de miARN considérés comme oncogenes dans le cancer du sein sont

présentés dans le tableau 3 ci-dessous (Wang et Luo, 2015).
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Tableau 3. miARNs oncogénes associés avec le cancer du sein (Wang et Luo, 2015)

miARN Les cibles identifiées Evénement associé
. TPMI, PDCD4, TIMP3, .
miR-21 PTEN M¢étastase du cancer
. FOXO3a, SOCS1, caspase-3, s )
miR-155 P53, INPI Prolifération cellulaire et apoptose
miR-182 RECK. MIM, FOXO!1 Inva51.0n cellulaire, formation des
colonies
miR-10b HOXDI0, Tiaml Invasion cellulaire, migration
miR-27a HOXOI, ZBTB10 Viabilité cellulaire, angiogenese
miR-9 E-cadherin Motll.lte cel!ulalre: et caractére
invasif, angiogenese
miR-22 TET family EMT (transition épithéliale-
mésenchymateuse)
miR-181a Bim EMT, métastase du cancer
miR-373, miR-520¢ CD44 Migration cellulaire et invasion
miR-375 RASDI Prolifération cellulaire

miR-221/222

miR-632
miR-7, miR-218
miR-374a

TRPSI1, ADIPORI, p27Kipl

DNAJB6
HoxB3
WIF1, PTEN, WNT5A

Métastase du cancer, la croissance
tumorale, EMT

M¢étastase du cancer

Cycle cellulaire, formation de
colonies

Métastase du cancer

Un miARN peut étre défini comme un suppresseur de tumeur, lorsqu’une diminution de son

expression provoque la transformation de cellules normales en cellules cancéreuses.

Le tableau 4 montre quelques exemples de miARN considérés comme suppresseurs de tumeur

dans le cancer du sein (Wang et Luo, 2015).
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Tableau 4. miARNs suppresseurs de tumeur associés avec le cancer du sein (Wang et

Luo, 2015)

miARN

Les cibles identifiées

Evénement associé

let-7 (famille)

miR-145

miR-200 family

miR-205

miR-335
miR-126

miR-30 (famille)

miR-146a/b

miR17-20 cluster

miR-26b
miR-290
miR-27b

miR-31

miR-125a/b
miR-203
miR-224
miR-20b
miR-206
miR-342
miR-519¢
miR-16

miR-290

miR-497
miR-133a
miR-26a
miR-720
miR-7
miR-98
miR-542-3p
miR-148a/152

H-Ras, HMGA2, PAK]I,
DIAPH?2, RDX, ITGBS

IRS-1, ER-0,, RTKN, MUCI,
OCT4, N-Ras, VEGF-A

ZEBI, ZEB2, HER3, Sec23a,
SIRTI

ZEBI, ZEB2, HER3,
VEGF-A

SOX4, tenascin C, ER-a,
IGF1, RSP1,ID4
IGFBP2, MERTK, PITPNC1
Ubc9, TWF1, Vimentin,
KRAS, MTDH
IL-1-RSK, NFRSF-6
Cyclin D1

SLC7A411

Arid4b

CYPIBI

Integrin-a5, radixin, RhoA,
WAVE3, PRKCE

HER2, HER3

SNAI2

CDC42, CXCR4
HIF-1,STAT3

Cyclin D2

HER?2

HIF-1a

Cyclin E

Arid4b

Cyclin E1
EGFR

MCL-1
TWISTI

KLF4

MMPI1, ALK4
Angiopoietin-2
IGF-IR, IRS1

Initiation de tumeur, différenciation
cellulaire, métastases, maintien de
caractere souche cellulaire
Croissance tumorale, différenciation
cellulaire, invasion et métastases,
angiogenese

EMT (transition épithéliale-
mésenchymateuse), croissance
tumorale, métastases

EMT, prolifération cellulaire,
invasion

Migration et invasion tumorale,
Viabilité cellulaire, apoptose
Angiogenése métastatique
Auto-renouvellement de cellules
souches cancéreuses, apoptose, EMT
Métastase du cancer

Prolifération cellulaire

Apoptose cellulaire

Apoptose cellulaire

Croissance tumorale

Meétastase du cancer, apoptose
cellulaire

Invasion cellulaire

EMT, invasion cellulaire
Métastase du cancer

Angiogengése

Prolifération cellulaire

Apoptose cellulaire

Angiogenese

Croissance tumorale

Croissance tumorale, apoptose
cellulaire

Prolifération cellulaire et invasion
Cycle cellulaire et prolifération
Prolifération cellulaire et apoptose
Invasion cellulaire et migration
Meétastase du cancer

Angiogenese

Angiogengése

Angiogenese
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22, Les miARN:Ss et le cancer du sein triple négatif (CSTN)

Plusieurs études et des analyses bioinformatiques ont ét¢ mendes pour le profilage des
miARNs impliqués dans le cancer du sein triple négatif (CSTN). Des miARNs différemment
exprimés entre les sous-types de cancer du sein (basal et luminal) et selon la présence ou
I’absence de récepteurs hormonaux ont été signalés par différents groupes de recherche
(D'Ippolito et lorio, 2013).

Une premiere étude de profilage de miARNSs dans le cancer du sein triple négatif a été réalisée
par Cascione et ses collaborateurs en 2013. En comparant les tissus triple négatifs et les tissus
normaux dans une premicre série, le profilage de miARN a révélé 116 miARNs dérégulés
parmi lesquels miR-106b, le cluster miR-17/92, la famille miR-200 (miR-200a, miR-200b et
miR-200c), miR-21 et miR-155 ont été les plus surexprimés tandis que let-7b, let-7c, miR-
126, miR-145 et miR-205 étaient les plus sous-exprimés. Une deuxiéme série de tissus triple
négatifs associés aux métastases ganglionnaires et des tissus normaux a permis l'identification
de six miARN exprimés de maniere différentielle dans les tissus métastatiques (miR-424,
miR-125a-5p, miR-627, miR-579, let-7g, miR-101), avec miR-424 et miR-125a-5p exprimés
différemment seulement dans les métastases versus tumeur primaire et dans le tissu normal
versus les métastases, respectivement (Cascione et al., 2013 ; D'Ippolito et lorio, 2013).
D'Ippolito et lorio ont rapporté quelques exemples de miARN, considérés comme oncogeénes
et suppresseurs de tumeur dans le cancer du sein triple négatif provenant d'analyses in silico et
validés par des données expérimentales sur des processus biologiques (prolifération, cycle
cellulaire, apoptose, invasion / migration cellulaire, formation des métastases...) (tableau 5)

(D'Ippolito et lorio, 2013).
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Tableau 5. Les miARNs impliqués dans le cancer du sein triple négatif, avec les cibles

validées et les fonctions biologiques (D'Ippolito et Iorio, 2013).

Les cibles

miARN identifides Fonction biologique
Oncogéne

. Bim Inhibition de 1’apoptose
miR-181a/b ATM Faible réparation des cassures d'ADN double brin
miR-146a BRCAI Controle de la prolifération cellulaire mediée par
miR-146b-5p BRCA1 et la recombinaison homologue
miR-182 PENI Inhibition de la prolifération cellulaire et I’invasion

Suppresseur de
tumeur

Zebl/Zeb2, Suz

Induction de I’apoptose

Stimulation de la différenciation de cellules

miR-200a/b 12, EphA2 ¢épithéliales mammaires indifférenciées
Zebl/Zeb2 Inhibition ’EMT
miR-200¢ MSN; FN1 Suppression de la migration
TrkB Réversion de la résistance a I’anoikisis (anoikisis :
type d’apoptose)
miR-205 E2F1: LAMCI Redu(;tlon de la prolifération, le cycle cellulaire et
la croissance des tumeurs
miR-203 BIRCS Réduction de la prolifération
LASPI Inhibition de la migration
i VE.3 oAl Réduction de potentiel métastatique
. Radexin . . N
miR-31 Induction de I'apoptose et 'amélioration de la
PRKCE N . e
chimiothérapie et de radiosensibilité
miR-34a AXL Réduction de la migration

En outre, miR-21 pourrait éventuellement jouer un réle oncogéne dans le cancer du sein triple
négatif comme il est surexprimé chez les patients triple négatifs du cancer du sein et son
expression est souvent associée a un mauvais pronostic (Gyparaki et al., 2014).

Aussi, miR-155 induit 1'angiogenése des tumeurs et la croissance tumorale et sa surexpression
est associée a des métastases, a un grade élevé et un mauvais pronostic. Une proportion
importante de CSTN a montré une expression élevée de miR-155, d'ailleurs, il a été montré
que I’expression de miR-155 est réprimée épigénétiquement par BRCAL1 et il est surexprimé

dans le cancer du sein déficient ou avec mutation du géne BRCAL.
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Méme si le role exact de miR-155 dans les CSTN est encore mal élucidé, cette observation
suggere une étude plus approfondie de son role présumé dans les CSTN, en tant que marqueur
et cible thérapeutique (Chang et al., 2011 ; D'Ippolito et lorio, 2013 ; Gyparaki et al.,2014).

Gyparaki et ses collaborateurs ont cité différents miARNSs et leurs réles dans CSTN illustrés

dans le tableau 6 (Gyparaki et al., 2014).

Tableau 6. Divers microARNSs et leurs roles de régulation dans le cancer du sein triple

négatif (CSTN) (Gyparaki et al., 2014).

miARNs Roles dans CSTN
miR-106b, miR-17/92, miR-200 (a,b,c), miR-21, miR-155 Surexprimé dans CSTN
miR-126, miR-145, miR-205 Sous-exprimé dans CSTN
miR-424, miR-125a, miR-627, miR-579, miR-101 Métastases

miR-520g, miR-149, miR-342, miR-107, miR-520g-h, miR-155,
miR-30c, miR-382

miR-520g, miR-520d, miR-328, miR-373, miR-217, miR-504,
miR-485-3p

miR-520d, miR-30b, miR-217, miR-363, miR-383, miR-377,
miR-130a, miR-422a

miR-342, miR-27b, miR-150 Marqueurs pronostiques

Marqueurs de statut du RE
Marqueurs de statut du RP

Marqueurs de statut HER2/neu

RE : récepteur aux cestrogenes, RP : récepteur a la progestérone, HER2: récepteur du facteur
de croissance épidermique humain 2

Les miARNSs pourraient représenter non seulement un niveau de complexité supplémentaire
dans le profil moléculaire des CSTN, contribuant a la compréhension de la tumeur et la sous-
classification, mais, ils pourraient également représenter des biomarqueurs facilement
détectables pour prédire le pronostic et la réponse au traitement de ce sous-type de cancer du
sein. L’identification des geénes cibles des miARNSs et les voies de signalisations impliquées

dans les CSTN pourraient augmenter le potentiel de miARNs en tant que biomarqueurs.
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PROBLEMATIQUE ET OBJECTIFES
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Bien qu'il ne représente que 10-20% de tous les cancers du sein (Valentin et al., 2012, Arnedos
et al., 2012), le cancer du sein triple négatif a suscité un intérét croissant ces derniéres années.
Défini par 1’absence d’expression des récepteurs aux ocestrogeénes et a la progestérone, et
I’absence de surexpression et d’amplification d’HER2, il ne dispose d'ailleurs d'aucune thérapie
ciblée, ce qui complique sa prise en charge. Une forte proportion de ces tumeurs présentent des
altérations du gene BRCAI (Perou et al., 2000 ; Gongalves et al., 2013). BRCAI est un gene
suppresseur de tumeur connu pour avoir des fonctions biologiques diverses, notamment dans la
réparation des cassures de 'ADN. Dans les cancers du sein triple négatifs sporadiques, BRCA
est fréquemment inactivé au niveau transcriptionnel. Il a été montré que cette extinction de
BRCALI pourrait étre liée a la méthylation de son promoteur, a 1’action du répresseur 1D4
(Turner et Reis-Filho, 2006 ; Turner et al., 2007) et plus récemment a une régulation post-
transcriptionnelle par des micro-ARN (Chang et Sharan, 2012).

Du fait de leur récente découverte et des nombreuses recherches en cours a leur sujet, nous
avons voulu rechercher au cours de ce travail de thése quels sont les miARNs impliqués dans
I’oncogenése mammaire et leur role éventuel dans 1’expression de BRCA1, tout particulierement
dans le cancer du sein triple négatif.

La détermination du réle des miARNs dans ce sous-type de cancer du sein pourrait permettre la
mise en évidence de nouveaux marqueurs de ce cancer et également de développer de nouvelles
cibles thérapeutiques.

Pour cela, trois approches ont été successivement suivies:

Tout d’abord, nous avons étudié in vitro I’expression de miARNs dans des lignées cellulaires
humaines de cancers du sein sporadiques triple négatifs et non triple négatifs afin de sélectionner
les miARNs exprimés qui pourraient cibler BRCAI et étre impliqués dans 1’oncogenese

mammaire.
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Le role potentiel de ces miARNSs, pré-sélectionnés, dans le développement du cancer du sein a
été évalué par I’expression exogene des ces miARNs et leur anti-miARNs dans deux lignées de
cellules cancéreuses mammaires, a savoir, MDA-MB-231 et MCF7.

Dans un deuxiéme temps, nous avons voulu évaluer in silico I’expression des ces miARNs pré-
selectionnés dans des tumeurs mammaires triple négatives et non triple négatives, grace a la
base de données TCGA (The Cancer Genome Atlas).

Enfin, aprés 1’analyse in vitro et in silico de ces miARNs, nous avons mené une étude ex vivo,
sur des tissus mammaires de cancer du sein triple négatif et non triple négatif inclus en
paraffine, afin d’étudier I’expression des miARNs pré-selectionnés et du gene BRCAL.

Nous avons également recherché les relations possibles qui pourraient exister entre les données

clinico-pathologiques des patientes et I’expression des miARNs et de BRCAI.
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MATERIEL ET METHODES
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I.  Matériel utilisé

1. Lignées cellulaires
Neuf lignées de cellules de cancer du sein humain et une lignée de cellules du sein bénigne
(Tableau 7) ont été cultivées dans un incubateur humidifié a 37 ° C contenant 5% de CO?2.
La lignée cellulaire MCF10A a été obtenue a partir de I'American Type Culture Collection
(Manassas, VA, USA) et a été cultivée en milieu Eagle modifi¢ de Dulbecco (DMEM/F12)
(Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) complémenté avec du sérum de cheval a
10%, EGF 20 ng/ml, de la toxine cholérique 100 ng/ml, de I’hydrocortisone 500 ng/ml, 2 mM
de L- glutamine et 20 ng/ml de gentamicine.
Les lignées cellulaires MCF7, T47D, MDA-MB-231, HCC1937 et MDA-MB-436 ont été
obtenues a partir de I'American Type Culture Collection (Manassas, VA, USA). Les cellules
ont été maintenues en culture monocouche en milieu RPMI 1640 (Invitrogen Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA) complémenté avec 10% de sérum de veau feetal, 2 mM de
L-glutamine et 20 ng/ml de gentamicine.
Les lignées cellulaires SUM149PT et SUM1315MO2 ont été obtenues a partir de Asterand
(Royston, Hertfordshire, Royaume-Uni) et ont été cultivées dans du milieu F12 de Ham, selon
les instructions du fournisseur.
Les lignées cellulaires SUM1315-LXSN et SUM1315-BRCA1 ont été dérivées de la lignée
cellulaire SUM1315MO2 dont BRCA1 est muté (185delAG) et qui a été transfectée de fagon
stable avec un plasmide LXSN vide ou un plasmide codant 'ADNc de BRCA1, LXSN-
BRCAI, respectivement (Privat et al., 2009).
Lorsque les cellules sont a confluence, elles sont rincées au PBS, puis traitées a la trypsine
(Trypsine-EDTA 0,25%, Gibco) pendant 2 minutes a 37°C puis sont réensemencées au

1/10éme.
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Les cellules ont été fixées dans une solution Preserveyt (Thinprep) et les cytoblocs ont été
préparés avec le kit Shandon Cytoblock (Thermo Scientific). Le statut des récepteurs aux
cestrogénes (ER), des récepteurs a la progestérone (PR), de la protéine HER2, de la cytokeratine
5/6, de la cytokeratine 14, d’EGFR et de la protéine cKIT ont ét¢ déterminés par
immunocytochimie sur des sections de 3 um d'épaisseur. Des immuno-colorations ont été
réalisées dans une coloration BenchmarkXT automatisée (Ventana Medical Systems) et ont
été marqués semi- quantitativement par un pathologiste expert sous un microscope droit avec

¢clairage (Tableau 7).
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Tableau 7. Statut de BRCAL1 et caractéristiques immunocytochimiques des

Lignées
cellulaires

MCF10A

MCF7

T47D

MDA-
MB-231

HCC1937

MDA-
MB-436
SUM149P
T
SUM1315
MO2
SUM1315
-LXSN

SUM1315
-BRCA1

Non
tumoral

Tumoral

Tumoral

Tumoral

Tumoral

Tumoral

Tumoral

Tumoral

Tumoral

Tumoral

cellules de cancer du sein humain, étudiés

Benin

Luminal

Luminal

TN

TN

TN

TN

TN

TN

TN

Statut
de
BRCA1

sauvage

sauvage

sauvage

sauvage

5382ins
C
5396 +
1G>A
2288del
T
185delA
G
185delA
G
185delA
G+
sauvage

ER

90%
(1+)
50%

(1/24)  (1/2/+)

Immunocytochimie
PR R eksis cKd
+ +

40%
(172+)
80%

(90%)  (80%)

+ +
(25%)  (20%)

+ +
25%)  <1%

EGFR

+
(100%)

+
(40%)
+
(100%)
+
(100%)
+
(90%)
+
(100%)
+
(90%)
+
(60%)

_|_
(80%)
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2. Tissus mammaires en paraffine
Notre travail a porté sur une séric de 50 femmes tunisiennes atteintes de cancer du sein
diagnostiqués entre 2010 et 2012 et colligées par le laboratoire d’ Anatomie et de Cytologie
Pathologiques du CHU Farhat Hached de Sousse. Aimablement fournis par le Pr. Mounir
TRIMECHE.
Pour chaque cas a été choisi un bloc de paraffine représentatif de la 1ésion tumorale (dans la
plupart des cas, la proportion de cellules malignes dans les coupes histologiques dépasse
50%.) qui servira pour les explorations morphologiques (immunohistochimie) et moléculaire
(qPCR).
Les données relatives a I'expression des trois marqueurs (RE, PR et HER-2) par
immunohistochimie de routine avec les informations cliniques concernant 1’age des patientes
au moment du diagnostic, la taille tumorale, les métastases ganglionnaires et le grade
histopronostique de Scraff Bloom et Richardson (SBR) ont été recueillies par consultation des
rapports anatomopathologiques au laboratoire d’ Anatomie et de Cytologie Pathologiques du
CHU Farhat Hached de Sousse-Tunisie, des dossiers du Registre du Cancer du Centre et par
la relecture des dossiers cliniques des patientes.
Le tableau 8 ci-dessous illustre les données clinico-pathologiques des 37 patientes retenues

pour notre étude apres 1’extraction et le contrdle de la qualité de I’ ARN.
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II. Meéthodes

1. Extraction d’ARN

V" Sur des cultures cellulaires :

Cette méthode est réalisée sur des culots cellulaires (1.10° cellules lavées au PBS) grice au kit
miRNeasy mini kit, QIAGEN, France. Les ARN sont extraits selon les instructions du
fournisseur par ajout de chloroforme, récupération de la phase aqueuse, ajout d’éthanol et
passage sur colonne pour la récupération d’ARN total y compris les miARNSs.

v Sur des tissus inclus en paraffine

L’extraction est réalisée sur coupes de tissus inclus en paraffine de 6 um par le kit miRNeasy
FFPE, QIAGEN, France. Les ARN sont extraits selon les instructions du fournisseur par
déparaffinage des coupes par fusion, ajout de la solution de lyse de la protéinase k, traitement
par DNase, ajout d’éthanol et passage sur colonne pour la récupération d’ARN total y compris
les miARNS.

La qualité et la quantité d’ARN sont analysées a 1’aide :

- Du spectrophotomeétre : il est indispensable de mesurer 1’absorbance a 280 nm pour
apprécier le degré de pureté de I’échantillon d’ARN qui est défini par le rapport
R=D0260/D0O280 nm qui doit étre 1,§ <R <2,1.

- Du Bioanalyseur 2100 par électrophorése miniature avec le kit RNA 6000 Nano Kit
(Agilent®), technique présentée en Annexe 1. Les ARN sont considérés comme non
dégradés pour des valeurs de ’indicateur RNA Integrity Number (RIN), données par

le logiciel 2100 Expert Software, comprises entre 7,5 et 10.
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2. PCR quantitative
Un microgramme d'ARN total a été converti par transcription inverse en utilisant le kit RT
miscript II (QIAGEN, France). Cette réaction de transcription inverse est réalisée selon le
programme suivant : 60 minutes a 37°C, 5 minutes a 95°C. La PCR quantitative est ensuite
réalisée en tripliquats sur 15 nanogrammes d'ADNc en utilisant un kit miscript syber Green
PCR (QIAGEN, France) sur un systtme ABI7900HT et un systtme Applied Biosystems
ViiA™ 7 Real-Time PCR. Une premiere étape de dénaturation de I’ADN est tout d’abord
réalisée par chauffage a 94°C pendant 15 secondes. L’hybridation des amorces est ensuite
effectuée pendant 30 secondes a 55 °C. Finalement, une polymérisation a 70°C pendant 30
secondes. Ces trois €tapes sont répétées durant 40 cycles.
Les séquences des amorces 5 et 3’ utilisées pour ’amplification réalisée par PCR sont les
suivantes :
Les amorces de microARN sélectionnées ont été obtenues a partir de miScript Assay Primer
(QIAGEN, France), comme le montre le tableau 9.
Les amorces pour le géne EGFR : 5’-TGGCATCTTTAAGGGCTCCA-3’
(sens) 5’-TGGCTAGTCGGTGTAAACGT-3’ (anti-sens).
Pour le géne BRCAI : nous avons réalisé la PCR quantitative (en 3 fois) en présence du
produit « Assay-on-Demand » d’expression de gene de TagMan (BRCAI Hs00173233 ml,
Applied Biosystems) et de TagMan PCR Master mix dans les mémes conditions qu’en
présence de Syber Green et sur le méme systéme d’appareil.
U6 (Hs-RNU6-2-1 Primer miscript Assay) et 'ARNr 18S ont été utilisés comme témoins

endogenes.
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Apres acquisition des données, une valeur appelée Ct (Cycle Threshold), définie comme le
nombre de cycles a partir duquel la fluorescence est supérieure au seuil du bruit de fond, est
déterminée en utilisant les paramétres de base de 1’appareil, et ce pour chaque miARN ou
gene dans un €chantillon. Tous les échantillons ont été normalisés a des contrdles internes et

des ratios d’expression ont été calculés par la quantification relative QR = 2 44T,

Avec AACT = (CtX — Ctcontrole endogene) échantillon 1 — (CtX — Ctcontrdle

endogene) échantillon 2.

Tableau 9. Liste des amorces de miARNSs

Amorces

(miScript Primer Assay) QIAGEN catno séquence de miARN mature

Hs miR-146a 1 MS00003535 UGAGAACUGAAUUCCAUGGGUU
Hs miR-146b 1 MS00003542 UGAGAACUGAAUUCCAUAGGCU
Hs miR-153 1 MS00008771 UUGCAUAGUCACAAAAGUGAUC
Hs miR-132 1 MS00003458 UAACAGUCUACAGCCAUGGUCG
Hs miR-212 1 MS00003815 UAACAGUCUCCAGUCACGGCC

Hs miR-10b 3 MS00031269 UACCCUGUAGAACCGAAUUUGUG
Hs miR-26a 2 MS00029239 UUCAAGUAAUCCAGGAUAGGCU
Hs miR-15b 2 MS00008792 UAGCAGCACAUCAUGGUUUACA
Hs miR-206 1 MS00003787 UGGAAUGUAAGGAAGUGUGUGG
Hs miR-155 2 MS00031486 UUAAUGCUAAUCGUGAUAGGGGU
Hs miR-485-5p 1 MS00006972 AGAGGCUGGCCGUGAUGAAUUC

3. miScript miRNA PCR Array
Cette méthode de miScript miRNA PCR Array du cancer du sein humain (MOIS-109ZE-4)
profile I'expression de 84 miARNs (Figure 15) connus ou prévus pour modifier leur
expression lors de l'initiation ou de la progression du cancer du sein. Elle est réalisée (en 3
fois) sur 250 nanogrammes d'ARN total qui ont été convertis par transcription inverse en

utilisant le kit RT miscript II (QIAGEN, France).
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Ce protocole permet le profilage de miARN en temps réel de PCR en utilisant le miScript
miRNA PCR Array en combinaison avec le kit miScript SYBR Green PCR, qui contient
I'amorce miScript universel (amorce inverse) et le QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix
sur un systeme ABI7900HT.

Les données obtenues ont été traitées par un logiciel d'analyse gratuit pour miScript miARN

PCR array, disponible en ligne a http://pcrdataanalysis.sabiosciences.com/mirna. Ceci nous a

permis d’effectuer automatiquement la normalisation et la quantification relative (QR = 2

AACTY de tous les échantillons.
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Figure 15. Disposition de la plaque miScript miRNA PCR
Array

(miScript miRNA PCR Array Handbook 05/2012)
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4. Transfection Cellulaire
La transfection est un processus au cours duquel on introduit du matériel génétique dans des
cellules. Nous avons utilisé la méthode de transfection a la lipofectamine 2000 pour introduire
des miARNSs dans des cellules en culture et étudier leurs expressions et 1’expression du gene
BRCAI.
Les mimiques et les inhibiteurs de miARNs sélectionnés ont €té obtenus a partir de miScript
miARN Mimic et miScript miARN inhibiteur respectivement (QIAGEN, France), comme
illustré dans le tableau 10. Le siRNA utilisé¢ pour inhiber le géne BRCA1 (siBRCA1) est
synthétisé¢ par Dharmacon Thermo Scientific (M-003461-02-0005, siGENOME SMART pool,
BRCAT1 humain (672), 5 nmol).
Les cellules mammaires ont été¢ ensemencées a 300 000 cellules par puits dans des plaques a
six puits. Vingt-quatre heures plus tard, miARN et siARN sont transfectées en utilisant la
Lipofectamine 2000 (Invitrogen, CA, USA) selon les instructions du fournisseur. Les cellules
qui ont été transfectées avec seulement le réactif de transfection ont été utilisées comme
témoin mock (T-mock). Trois jours apres la transfection, les cellules ont été lavées avec du

PBS 1X et récupérées.
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Tableaul0. Liste des mimiques et des inhibiteurs de miARN sélectionnés

Nom QIAGEN Cat No Séquence de miARN mature

SRS s
$?§1£E;i_$;§§i6a'5p MIN0000449
fjﬁ;ﬁﬁ;ﬁ;ﬁ}f&f MSY0000439
ﬁ?gcﬁiﬁﬁ;\% 23 MIN0000439
;ﬁ;ﬁfg{ﬁg&%ép MSY0000254
miScrp miRNA MINOO00254
iﬁgcﬁfgt“;ff;ﬁif‘sf’ MSY0000082
iSerimt mRNA T MIN0000082

5' GAGAACUGAAUUCCAUGGGUU

5' GAGAACUGAAUUCCAUGGGUU

5'UGCAUAGUCACAAAAGUGAUC

5'UGCAUAGUCACAAAAGUGAUC

S'UACCCUGUAGAACCGAAUUUGUG

S'UACCCUGUAGAACCGAAUUUGUG

5'UUCAAGUAAUCCAGGAUAGGCU

5'UUCAAGUAAUCCAGGAUAGGCU

5. Prolifération cellulaire

Dans notre étude les cellules MDA-MB-231 et MCF7 ont été trypsinées et remises en

suspension Ensuite, 3000 cellules par puits ont été¢ ensemencées dans une plaque a 96 puits,

cultivées dans un incubateur humidifi¢ a 37 © C contenant 5% de CO2 pendant 24 heures.

Ensuite, les cellules ont été transfectées par la lipofectamine seule (T-mock), siBRCA1, miR-

146a, anti-miR-146, miR- 153, miR-10b et de miR-26a en utilisant la Lipofectamine 2000

(Invitrogen, CA, USA) selon les instructions du fournisseur. Aprés 48 heures, la prolifération

in vitro des cellules a été évaluée en utilisant le kit CCK-8 (Cell Counting Kit-8, Sigma-

Aldrich) en suivant les instructions du fabricant (Annexe 2). L'absorbance a été déterminée a

450 nm en utilisant un lecteur de microplaque. Toutes les expériences ont été réalisées en

triplicat.
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6. Analyse in silico de quatre miARN dans les données TCGA

Les données cliniques et de séquencage de microARN pour le cancer du sein invasif ont été
téléchargées de la base de données du Cancer Genome Atlas (TCGA). 519 patientes avec des
informations sur les récepteurs des cestrogenes (ER), le récepteur de la progestérone (PR) et le
statut HER2 ont été sélectionnées pour comparer l'expression des quatre miARNs dans la
tumeur (miR-153, miR-146a, miR-10b et de miR-26a). 88 patients avaient un statut négatif
pour ER, PR et HER2: les phénotypes triple négatifs et 431 avaient au moins une
séropositivité parmi les récepteurs.

Le test t de Student a été utilisé pour analyser les différences statistiques dans I'expression

moyenne entre ces deux groupes.

7. Immunohistochimie

L’immunohistochimie est une technique de détection morphologique directe permettant la
recherche de D’expression des protéines intra-tissulaires par des antisérums spécifiques
souvent de lapin ou de souris (anticorps primaires). Ces anticorps peuvent étre conjugués
directement avec des enzymes (peroxydase, phosphatase alcaline) ou des marqueurs de
fluorescence, ou reconnus par des anticorps secondaires (anticorps universels) conjugués avec
des marqueurs de fluorescence ou avec des enzymes de révélation (peroxydase, phosphatase
alcaline) capables de transformer un chromogeéne incolore (DAB, AEC...) et de créer une
coloration révélée sous microscope optique. Elle se réalise sur des coupes tissulaires
congelées ou déparaffinées.

Nous avons utilisé cette méthode pour déterminer 1’expression de la protéine BRCAT sur des
tissus mammaires, inclus en paraffine, triple négatifs et non triple négatifs en utilisant un kit
de détection de I’immunomarquage EnVision (EnVision™ FLEX, High pH,

(Dako Autostainer/Autostainer Plus) Code K8010) et I’anticorps primaire anti-BRCA1 (Anti-
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BRCAI1 antibody [MS110] (ab16780), Epitope within the N-terminal 304 amino acids of
BRCALl)).

Le protocole de cette technique comporte les étapes suivantes :

5 um de tissu en paraffine ont été coupés, étalés sur des lames, déparaffinés et réhydratés.
Ensuite, un démasquage antigénique a été réalisé pendant 40 minutes avec un tampon citrate a
pHO6 a 98°C. L’activité des peroxydases endogenes a été neutralisée en utilisant du réactif
EnVision FLEXTM Peroxidase-Blocking Reagent pendant 5 minutes. Les lames ont été par la
suite lavées dans un tampon de lavage EnVision FLEXTM Wash buffer (20X) dilué dans
I’eau distillée a température ambiante. Ensuite les anticorps primaires spécifiques des
antigenes a rechercher ont été appliqués a leurs dilutions adéquates et pendant une durée
optimale comme indiqué : Incubation des lames toute la nuit en présence de 1’anticorps
primaire anti-BRCA1 (dilution 1:80) et incubation des lames pendant 15 min en présence
EnVision FLEXTM+ Mouse (linker).

La révélation des anticorps primaires fixés a leur antigénes est réalisée par incubation pendant
20 minutes des lames avec le kit le EnVision FLEXTM /HRP suivie d’un lavage dans un
tampon de lavage EnVision FLEXTM Wash buffer (20X) dilué dans 1’eau distillée.

Le substrat chromogeéne (DAB : diamino-benzidine) est ajouté pour révéler 1’activité
peroxydasique. Il est appliqué pendant 5 a 15 minutes suivi d’un ringage des coupes a I’eau
distillée.

Enfin, les coupes ont été contre-colorées a 1’hématoxyline déshydratée dans de 'OTTIX
SHAPPER et puis dans de 'OTTIX PLUS. Montage des lames pour observation sous un

microscope optique.
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8. Analyse statistique
Des analyses statistiques ont été effectuées en utilisant le test de Student (EXCEL 2007). Une
valeur de p < 0,05 a été considérée comme statistiquement significative. Des tests ont été
effectués avec le logiciel SPSS 20 (SPSS, IBM). La relation entre I'expression des miARN

analysés a été déterminée par le test de corrélation de Spearman.
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RESULTATS
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Partie I- Etude in vitro de I’expression de miARN et BRCA1 dans des

lignées cellulaires de cancer du sein humain

I.  miR-10b et de miR-26a sont préférentiellement exprimés dans les lignées
cellulaires dérivées de cancer du sein triple négatif

Dans un premier temps, le profilage de miARN est mené par la méthode de miscript miRNA
PCR Array qui permet I’analyse de 1’expression de 84 miARNs, impliqués dans la
tumorigenese de cancer du sein, dans dix lignées cellulaires mammaires humaines.
Une lignée cellulaire bénigne (MCF10A), deux lignées cellulaires luminales (MCF7, T47D)
et sept lignées cellulaires basal-like (MDA-MB-231, MDA-MB-436, HCC1937, SUM149PT,
SUMI1315MO2, SUM1315-BRCA1 et SUM1315-LXSN) ont été analysées.
Les caractéristiques des lignées cellulaires ont été étudiées par immuno-histochimie et sont
présentées dans le tableau 10.
Nous nous sommes intéressés a mettre en évidence si certains miARNs sont spécifiquement
exprimés dans des lignées cellulaires de cancer du sein de type triple négatif. Pour cela, nous
avons comparé 1’expression de miARNSs entre les sous-groupes de lignées cellulaires et nous
avons choisi six miARNs qui ont été exprimés différemment dans au moins deux sous-
groupes de comparaison: miR-10b, miR-15b, miR-26a, miR-155, miR-206, miR-485-5p
(Tableau 11 et Annexe 3).
Dans un second temps, nous avons utilis¢ la méthode de qRT-PCR afin de vérifier les
résultats obtenus par la PCR Array et de déterminer le niveau d'expression de ces six miARNs
dans les dix lignées cellulaires de cancer du sein humain. Seuls deux miARNs miR-10b et
miR-26a ont été bien exprimés dans ces lignées cellulaires. Les autres ont été exprimés a des

niveaux faibles ou ne sont pas exprimés.
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Le résultat de PCR en temps réel a montré que miR-10b est plus exprimé dans trois lignées
cellulaires : MDA-MB-231, MDA-MB-436 et SUMI1315MO2 (Figure 16a) et
significativement plus exprimé dans les lignées cellulaires triple négatives par rapport aux
lignées cellulaires luminales (p=0,0158).

Pour le miR-26a, il a été exprimé dans les dix lignées cellulaires de cancer du sein humain et
significativement plus exprimé dans les lignées cellulaires triple négatives (p=0,003) (Figure

16b).

II. miR-146a et miR-153 ciblant la région 3’-UTR de BRCA1

La protéine BRCA1 est souvent sous-exprimée dans les cancers du sein sporadiques triple
négatifs. L'identification des miARNs ciblant alors le gene BRCAI pourrait potentiellement
aider a trouver les miARNs impliqués dans la tumorigenése de ce sous-type de cancers. Pour
ce faire nous avons sélectionné, grace aux cinq bases de données informatiques ou
algorithmes disponibles : TargescanHuman, Tarbase, Miranda, MicroCosmTargets et PicTar,
les différents miARNs pouvant cibler potentiellement le « 3’ Untranslated Region » (3°’'UTR)
de BRCAI. Pour tous les algorithmes, nous avons utilisé les parameétres par défaut et nous
avons choisi des miARNSs prédits de cibler BRCAT1 par au moins trois algorithmes.

Parmi les miARNs obtenus (Tableau 12), nous avons choisi cinqg miARNs: deux miARNSs,
miR146a et miR146b-5p qui avaient été¢ précédemment identifié comme étant surexprimés
dans les tumeurs du sein triple négatif et régulant négativement BRCA1 (Garcia et al., 2011)
et trois miARNs qui étaient les plus fréquemment prédits pour interagir avec le 3’UTR de
BRCA1 (miR-132, miR-212, miR-153). Nous avons déterminé par la suite le niveau
d’expression de ces cing miARNSs sélectionnés par qRT-PCR dans les dix lignées cellulaires

de cancer du sein humain.
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Le résultat a montré que le niveau de 1’expression de miR-146a a été plus élevé dans 3 lignées
cellulaires mammaires triple négatives: MDA-MB-231, MDA-MB-436 et SUM1315-BRCA1
et significativement plus exprimé dans les lignées cellulaires triple négatives par rapport aux
lignées cellulaires luminales (p=0,031) (Figure 16c¢).

Pour le miR-153, il a été plus exprimé dans quatre lignées de cellules de cancer du sein triple
négatives: MDA-MB-436, SUM1315MO2, SUM149PT et HCC1937 et significativement
plus exprimé dans les lignées cellulaires triple négatives par rapport aux lignées cellulaires

luminales (p=0,020) (Figure 16d).

miR-146b-5p, miR-132 et miR-212 ont ét¢ exprimés dans les dix lignées cellulaires de cancer
du sein humain a différents niveaux (Figure 17). Mais on n'a pas trouvé de différence
significative lorsque nous avons comparé le niveau d'expression des ces miARNs entre les
lignées cellulaires triple négatives et luminales.

En conséquence, des résultats suivants, nous avons choisi de poursuivre et de focaliser notre

analyse sur le miR-146a et le miR-153.
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lignées cellulaires mammaires
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III.  L'expression du géne BRCAI est régulée par miR-10b, miR-26a et miR-153
Le profilage des miARNs par PCR Array et qRT-PCR dans les dix lignées cellulaires de
cancer du sein humain nous a permis de sélectionner quatre miARNs miR-146a, miR-153,
miR-10b et miR-26a. Afin de déterminer l'effet de ces miARNSs sur l'expression endogene de
BRCALI, nous avons transfecté deux lignées cellulaires dont BRCA1 est de type sauvage
(cellules MDA-MB-231 et MCF7) avec les 4 miARNs sélectionnés (mimes de miARN) et
anti-miARNSs (inhibiteurs de miARN).
L'efficacité de I’expression exogene des mimes et des inhibiteurs de miARNs a été vérifiée
par q-RT-PCR (Figure 18) et nous a permis d'utiliser uniquement miR-146a, anti-miR-146a,
miR-153, miR-10b et miR-26a. L'efficacité de siARN de BRCAI a également été testée
(Figure 19).
Les deux lignées cellulaires MCF-7 et MDA-MB-231 ont été choisies parce qu'elles
expriment une protéine BRCA1 de type sauvage. En outre, MCF7 est une lignée cellulaire
luminale alors que MDA-MB-231 est une lignée cellulaire triple négative; Nous serons ainsi
en mesure de comprendre si le miARN a un effet différent sur BRCAI dans ces deux sous-
types de cancer du sein.
o miR-146a: Pour déterminer si miR-146a affecte I’expression endogene de BRCAI,
nous avons comparé le taux d'expression de BRCAI dans les cellules MDA-MB-231 et
MCEF7 apres une transfection par miR-146a ou anti-miR-146a et par un contrdle
Tmock (mock transfected cells, en anglais, les cellules ont été transfectées par le
réactif de la transfection seulement). Ces résultats ont montré que miR-146a ne régule
pas l'expression du gene BRCA1 (Figure 20).
o miR-153: Nous avons testé les effets de miR-153 sur l'expression de BRCAI. Les

résultats (Figure 20) montrent que miR-153 régule négativement l'expression du gene
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BRCAI dans des cellules MCF7. Dans MDA-MB-231, au contraire, miR-153 induit
une régulation positive de BRCA.

o miR-10b: Apres la transfection de miR-10b dans des cellules MDA-MB-231 et
MCF7, le niveau d'expression de BRCAI a diminué (Figure 20). Ces résultats
suggerent que miR-10b régule négativement 1'expression du géene BRCAI dans des
cellules MDA-MB-231 et MCF7.

o miR-26a: Le niveau d'expression de BRCAI a diminué apres la transfection dans des
cellules MDA-MB-231 et MCF7 par miR-26a (Figure 20). Ces résultats montrent que

miR-26a régule négativement l'expression du géne BRCAI dans ces deux lignées

cellulaires.
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Figure 18. Taux d’expression de miARN et anti-miARN dans les lignées cellulaires

MDA-MB-231 et MCF7
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IV.  L’expression de I'EGFR n’est pas régulée par miR-146a dans les cellules MDA -
MB-231 et MCF7

Kumaraswamy et al ont rapporté que BRCA1 pourrait induire 1'expression de miR-146a qui
va réprimer par la suite I’expression d’EGFR dans les cellules mammaires (Kumaraswamy et
al., 2014). Pour déterminer si miR-146a affecte 1’expression endogéne de 'EGFR dans nos
lignées cellulaires, nous avons comparé le niveau d'expression de I'EGFR dans les cellules
MDA-MB-231 et MCF7 apres transfection par miR-146a ou anti-miR-146a, avec un controle
Tmock (transfection des cellules seulement par le réactif de transfection), et avec siBRCAI
(Figure 21). Ces résultats ont montré que dans nos lignées cellulaires, miR-146a ne régule pas

'expression de I'EGFR.
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Figure 21. Taux d’expression d’EGFR dans les cellules MDA-MB-231 et MCF7
transfectées
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V. Stimulation et Inhibition de la prolifération cellulaire par miARNs

Nous avons choisi le test CCK-8 pour déterminer la prolifération cellulaire des lignées MDA-
MB-231 et MCF7 suite a une transfection par les miARN choisis (miR-153, miR146a, anti-
miR-146a, miR-10b et de miR-26a), siBRCAI, et Tmock (réactif de transfection seulement)
(Figure 22).

Dans MDA-MB-231, I'essai de prolifération cellulaire a démontré que miR-26a a stimulé de
manicre significative la prolifération cellulaire mais miR-146a 1’a inhibé.

Dans MCF7, miR-153, miR-10b et miR-26a ont inhibé la prolifération cellulaire de maniére

significative par rapport aux cellules contrdles transfectées seulement par le réactif de la

transfection.
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Figure 22. Test de la prolifération cellulaire de MDA-MB-231 et MCF7 transfectées par
les miARNSs
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Partie II- Analyse de I'expression in silico de miARNs selectionnés dans la

base de données TCGA
I. L'expression différentielle de miR-10b, miR-26a, miR-146a et miR-153 dans
TCGA
Comme le montre la figure 23 l'expression moyenne de miR-153 et miR-10b est nettement

plus faible dans les tumeurs triple négatives (p = 0,00045 et p = 0,00038 respectivement) que

dans les tumeurs luminales tandis que miR-146a est surexprimé de maniere significative (p

0,000005). Pour miR-26a, la différence d'expression moyenne est non significative (p

0,6234).
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Figure 23. Analyse de l'expression in silico de quatre miARNs dans la base de données
TCGA.
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Conclusions des parties I et I1

Partant des résultats du profilage de l'expression des miARNs, quatre miARNs candidats
(miR-10b, miR-26a, miR-146a et miR-153) ont été¢ choisis comme étant potentiellement
impliqués dans le développement du cancer du sein triple négatif. Des essais d'expression
exogenes ont révélé que miR-10b et miR-26a, mais pas miR-146a, peuvent réguler
négativement l'expression du géne BRCAI dans les cellules cancéreuses triple négatives
MDA-MB-231 et luminales MCF7, alors que miR-153 peut réguler négativement 1'expression
du géne BRCA I uniquement dans les cellules MCF7.

Le test CCK-8 a montré que les miARNs pourraient stimuler ou inhiber la prolifération des
lignées cellulaires MDA-MB-231 et MCF7.

L'analyse in silico des données du Cancer Genome Atlas (TCGA) a confirmé que miR-146a
est significativement plus exprimé dans les tumeurs du sein triple négatives par rapport a
d'autres tumeurs mammaires (non triple négatives).

Ces résultats fournissent des preuves de l'implication des miARNs spécifiques dans le

développement du cancer du sein triple négatif par régulation de I'expression du géne BRCAI.
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Partie II1- Etude ex vivo de ’expression de miARN et BRCA1 dans des

tissus mammaires en paraffine

I.  Données cliniques des patientes atteintes du cancer du sein
Notre étude a porté sur une série de 50 cas de cancer du sein chez des femmes tunisiennes,
correspondant a des carcinomes canalaires infiltrants pré-selectionnés pour un profil triple
négatif (TN) et quelques cas non triple négatif (non TN). Nous avons retenus 37 échantillons
apres ’extraction et le contrdle de la qualité de I’ARN pour la suite de notre analyse. Ces 37
cas ont été divisés en deux groupes: 24 patientes atteintes de carcinomes du sein triple
négatifs et 13 patientes avec un profil non triple négatif de cancer du sein, comprenant les
deux sous-types Luminal A et Luminal B.
Nous avons comparé tout d'abord les deux groupes étudiés en termes de données cliniques y
compris l'age au moment du diagnostic, le grade SBR, la taille tumorale, les métastases
ganglionnaires.
Nous avons noté¢ une différence significative dans les données analysées entre les deux
groupes TN et non TN pour 1'age au moment du diagnostic, le grade SBR et la taille tumorale
et une différence non significative pour les métastases ganglionnaires (Tableau 13). Nous
avons observé que les jeunes femmes agées de 49 ans ou moins au moment du diagnostic
représentent 50% des cas de cancer du sein triple négatif et 61,54% chez les non triple négatif,
avec une valeur de p = 1,23 E-07.
Nous avons remarqué également que le grade 3 de SBR porte sur 50 % des patientes atteintes
de cancer du sein triple négatif; cependant, il est présent dans seulement 15,38 % des patientes
atteintes de cancer du sein non triple négatif avec une valeur de p = 1,26 E-12.
37,5% des patientes avec un profil triple négatif ont présenté une taille tumorale supérieure a

3 cm versus 30,77% des patientes avec un cancer du sein non triple négatif, p = 3,07 E-07.
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Tableau 13. Comparaison de caractéres clinico-pathologiques entre les patientes TN et

non TN
TN non TN
N=24 % N=13 % Test T
Age Age <49 12 50 8 61,54 | 23E.07
Medf:: 4 Age>49 12 50 5 38.46
Grade 1 ] 4,16 4 30,77
SBR  Grade2 11 45,83 7 5385
Grade 3 12 50 2 15,38 g g
Taille Taille <3 15 62.5 9 69,23
Médiane:3 - yien3 g 37,5 4 30,77 ALY
1(oui) 13 54,16 8 61,53 0,72
L 0 (non) 8 33,33 4 30,77

SBR (Scarff, Bloom and Richardson) : grade histo-pronostique ; LNM (lymph Node Metastasis) :
Métastases ganglionnaires.

II.  Expression de BRCAI chez les patientes atteintes du cancer du sein
L’expression de la protéine BRCA1 chez les patientes atteintes de cancer du sein triple négatif
et non triple négatif a été évaluée en fonction de la présence ou de 1’absence de la protéine
BRCALI dans les tissus mammaires par la technique de I’immuno-histochimie. La coloration
positive a été marquée 1 et ’absence de la coloration a été¢ marquée 0. Nous avons trouvé une
différence proche de la significativité entre les deux sous groupes avec une valeur de p =
0,068. Les protéines BRCA1 étaient absentes dans 62,5 % des cas des patientes TN par

rapport a 30,77 % de patientes non TN (Tableau 14).
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Tableau 14. Expression de la protéine BRCA1 révélée par immuno-histochimie
chez les patientes TN et non TN

Expression de la

protéine BRCAI Triple Négatif (TN) non Triple Négatif (non TN)
N=24 % N=13 %

Col.on:atlon 9 37,5 9 69,23

positive

Crolor-atlon 15 62,5 4 30,77

negative

Test F 0,952

Test T (Student) 0,068

III.  Analyse du taux d’expression de miR-146a, miR-153, miR-10b et miR-26a dans
les tissus mammaires inclus en paraffine
Apres I’extraction des ARNs par le kit miRNeasy FFPE kit des 50 échantillons, nous avons
retenu 37 échantillons (24 cas de cancer du sein triple négatif (TN) et 13 cas de cancer du sein
non triple négatif (non TN)). La détermination du taux d’expression des miARNs dans ces 37
échantillons a été menée par la technique de qRT-PCR. Le nombre d’échantillons étant trop
faible et comme le montre la figure 24 nous n’avons pas trouvé de différence significative
entre I’expression de miARNSs chez les patientes TN et non TN. Une seule valeur de p = 0,07
(proche du seuil de significativité, p < 0,05) a été trouvée entre 1’expression de miR-146a chez
les patientes TN et non TN.
Cependant, nous pouvons tout de méme observer une tendance (Tableau 15) : nous avons
constaté que miR-146 et miR-26a sont surexprimés 3 fois et 1,5 fois respectivement, chez les
patientes TN par rapport aux patientes non TN.
Pour miR-153 et miR-10b, les niveaux d’expression se rapprochent entre les deux groupes TN

et non TN.
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Figure 24. Taux d’expression de 4 miARNSs chez des patientes TN et non TN
Tableau 15. Expression de miARNs chez des patientes TN et non TN
Moyenne Expression Test T
Toutes les Toutes les
P TN non TN Toutes les  tumeurs/ TN/
(a=37) (n=24) (n=13)  tumeurs/TN  nonTN non TN
miR-146a 10,36 13,78 4,04 0,55 0,09 0,07
miR-153 2,93 2,51 3,71 0,78 0,72 0,58
miR-10b 1,14 1,22 0,99 0,79 0,66 0,56
miR-26a 2,35 2,67 1,77 0,57 0,36 0,21
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IV. Relation entre les données clinico-pathologiques et I’expression de miARN’s

Nous avons analysé la relation entre les caractéristiques clinico-pathologiques des patientes et

l'expression de miARN dans les tissus mammaires TN et non TN.

Comme le montre la figure 25, nous n’avons pas trouvé d’effet significatif de I’age, de la

taille tumorale et du grade SBR sur I’expression des miARNs (miR-146a, miR-153, miR-10b

et miR- 26a) chez les patientes TN et non TN.

45 T Age =49
40 mAge = 49

Expression de miARN
[¥% )
=

miR-153
miR-10b
miR-26a

m
o
=
¢

£

miR-146a
miR-146a

Toutes les tumeurs ™

Expression de miARN

70
60
30
40
30
20

10

Taille tumorale <3

ETaille tumorale = 3

Toutes les tumeurs

miR-148a
miR-146a

Grade 2

M Grade 3

Expression de miARN
L
=

ST =
-
miR-14G6a F

miR-153
miR-10b
miR-26a
miR-146a

Toutes les tumeurs

miR-146a

Figure 25. Expression des miARNs dans les TN et les non TN selon I’age, la taille
tumorale et le grade SBR.
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Nous avons comparé 1’expression de miARN en absence et en présence de métastases
ganglionnaires chez les patientes TN et non TN. Seuls les résultats chez les patientes TN pour
les deux miARNs : miR-146a et miR-26a ont été considérés, les autres n’étant pas
significatifs.

Nous avons constaté que 1’expression de miR-146a chez les patientes TN ne présentant pas de
métastases ganglionnaires est supérieure a celle chez les patientes TN avec des métastases
ganglionnaires. La différence est presque significative avec une valeur de p = 0,056 (Figure
26).

L’expression de miR-26a présente une différence significative avec p = 0,028 chez les
patientes TN en absence de métastases ganglionnaires par rapport a celles en présence de

métastases (Figure 27).

P =0.056

Expression de miR-146a (Log N transformé)
©
8
L

Les mé li ires chez les pati TN

Figure 26. Expression de miR-146a selon la présence ou non de métastase
ganglionnaire chez les patientes TN

Le test de Student a été calculé en tenant compte de la méthode des échantillons indépendant
avec l'égalité des variances. p<0,05 est considéré comme significatif.
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P=0.028

8:5
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Expression de miR-26a {Log N transformé)

-1,00-]
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Figure 27. Expression de miR-26a selon selon la présence ou non de
métastase ganglionnaire chez les patientes TN

Le test de Student a été calculé en tenant compte de la méthode des échantillons indépendant
avec l'égalité des variances. p<0,05 est considéré comme significatif.
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V.  Pas de relation entre I’expression de miARNSs et I’expression de BRCA1
Nous n’avons pas trouvé de différence significative entre I’expression de miARNs (Log N
transformé) selon 1’expression positive (1) ou négative (0) de BRCAI1 chez toutes les

patientes, les TN et les non TN comme le montre le tableau 16 ci-dessous.

Tableau 16. Expression de miARNSs selon le statut de la protéine BRCA1

Log N transformé BRCA1 N Moyenne Ecart- TestT
type
Toutes les tumeurs miR-146a 0 19 0,960 1,589 0,641
1 18 1,204 1,568
miR-153 0 19 -0,378 2,013 0,975
1 18 -0,397 1,559
miR-10b 0 19 -0,501 1,051 0,547
1 18 -0,269 1,258
miR-26a 0 19 0,502 0,861 0,846
1 18 0,439 1,070
TN miR-146a 0 15 1,023 1,683 0,365
1 9 1,685 1,725
miR-153 0 15 -0,608 2,209 0,805
1 9 -0,812 1,363
miR-10b 0 15 -0,582 1,137 0,337
1 9 -0,072 1,383
miR-26a 0 15 0,518 0,895 0,34
1 9 0,879 0,842
non TN miR-146a 0 4 3,267 2,470 0,734
1 9 4,378 6,042
miR-153 0 4 1,763 0,750 0,578
1 9 4,585 9,598
miR-10b 0 4 0,960 0,560 0,931
1 9 1,004 0,907
miR-26a 0 4 1,979 1,451 0,785
1 9 1,689 1,813
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VI.  Corrélation entre ’expression de miARNs analysés chez les patientes TN et non
TN

Nous avons évalué la corrélation entre 1’expression de miARN dans le cancer du sein triple

négatif et non triple négatif en utilisant la méthode Rho de Spearman pour mieux comprendre

leurs interactions (Tableaux 17 et 18).

Dans les tissus mammaires triple négatifs, nous avons trouvé des corrélations significatives

entre 2 groupes de miARNS.

Le premier groupe est constitué des miR-146a, miR-10b et miR-26a. La corrélation la plus

¢levée est trouvée entre miR-10b et miR-26a (Rho de Spearman : 0,805, p < 0,01), ensuite la

corrélation entre miR-146a et miR-26a (Rho de Spearman : 0,668, p < 0,01) puis entre miR-

146a et miR-10b (Rho de Spearman : 0,462, p <0,05).

Le deuxieme groupe contient les 2 miARNs : miR-153 et miR-10b (Rho de Spearman : 0,523,

p <0,01).

Dans les tissus mammaires non triple négatifs, nous avons noté une corrélation significative

(p <0,05) entre miR-146a, miR-10b et miR-26a (Rho de Spearman : 0,654 ; 0,610 ; 0,615).
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Tableau 17. Corrélation entre les miARNs analysés chez les patientes TN

Corrélation
Triple Négatif miR-146 miR-153 miR-10b miR-26a
Coefficient de 1,000 0,110 0462 0,668
corrélation
miR-146a
Sig. (bilatérale) 0,610 0,023 0,000
N 24 24 24 24
Cotihiziont dz 0.110 1000 0523 0306
corrélation
miR-153
Sig. (bilatérale) 0,610 0,009 0,146
Rho de N 24 24 24 24
Spearman : . . o
Coefficient de 0.462° 0523 1,000 0,805
corrélation
miR-10b
Sig. (bilatérale) 0,023 0,009 0,000
N 24 24 24 24
Costihieiont d 0,668 0,306 0,805 1,000
corrélation
miR-26a

Sig. (bilatérale) 0,000 0,146 0,000
N 24 24 24 24

*. La corrélation est significative au niveau 0,05 (bilatéral).
**_ La corrélation est significative au niveau 0,01 (bilatéral).
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Tableau 18. Corrélation entre les miARNs analysés chez les patientes non TN

Corrélation
non Triple Négatif miR-146 miR-153 miR-10b miR-26a
Coefficient de 1,000 20,011 0,654 0,610"
corrélation
miR-146a
Sig. (bilatérale) 0,972 0,015 0,027
N 13 13 13 13
Coefficientde 11 1000 0401  -0445
corrélation
miR-153
Sig. (bilatérale) 0,972 0,174 0,128
Rho de N 13 13 13 13
Spearman : . .
Cofficient de 0,654 20,401 1,000 0,615
corrélation
miR-10b
Sig. (bilatérale) 0,015 0,174 0,025
N 13 13 13 13
Cogiion 6 0,610°  -0,445 0,615 1,000
corrélation
miR-26a
Sig. (bilatérale) 0,027 0,128 0,025
N 13 13 13 13

*. La corrélation est significative au niveau 0,05 (bilatéral).
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VII. Les miARNSs analysés et les voies de signalisation impliquées dans le cancer du
sein triple négatif

Afin de déterminer les voies de signalisation et les genes cibles des miARNs analysés, nous

avons eu recours a la base de données DIANA-TarBase v.7 qui peut étre consultée en ligne a

http://www.microrna.gr/tarbase. En entrant les miARNSs en question avec leurs nomenclatures

exactes, cette base de données nous a permis de révéler les différentes voies de signalisation
qui impliqueraient nos miARNSs ainsi que les génes cibles pour chaque miARN.
Comme le montre la figure 28, différentes voies de signalisation sont en commun entre les 4
miARNSs analysés. L’intensité de couleur sur ce « heatmap » indique quel miARN est plus
impliqué dans la voie de signalisation correspondante en tenant compte de la significativité de
I’interaction entre le miARN en question et les geénes cibles impliqués dans cette voie.
Dans le tableau 19 nous avons sélectionné les différentes voies de signalisation qui pourraient
étre impliquées dans le cancer du sein triple négatif en se basant aussi sur la littérature :

o Déreglement de la transcription dans le cancer (hsa05202)

o Voies dans le cancer (hsa05200)

o Voie de signalisation PI3K-Akt (hsa04151)

o Apoptose (hsa04210)

o Voie de signalisation NF-kappa B (hsa04064)

o Voie de signalisation TGF-beta (hsa04350)

o Voie de signalisation de p53 (hsa04115)

Pour chaque voie de signalisation, nous avons déterminé les miARNs qui sont les plus

impliqués et leurs génes cibles correspondants.
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Figure 28. Heatmap des différentes voies de signalisation et pathologies entre les 4 miARNs (DIANA-TarBase v.7)
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Conclusions de la partie I11

D’aprés notre étude, les données clinico-pathologiques des patientes atteintes du cancer du
sein triple négatif confirment celles reportées par la littérature. Ce type de cancer survient
souvent chez les femmes jeunes < 50 ans, avec un grade histologique ¢levé (grade 3) et une
augmentation de la taille tumorale.

L’immuno-histochimie a révélée que I’expression de la protéine BRCA1 était absente dans
62.5 % des cas des patientes TN par rapport a 30.77 % de patientes non TN.

Les miR-146 et miR-26a sont surexprimé chez les patientes TN par rapport aux patientes non
TN.

Nous avons constaté que I’expression de miR-146a et miR-26a chez les patientes TN ne
présentant pas de métastases ganglionnaires était supérieure a celle chez les patientes TN avec
des métastases ganglionnaires.

Le test de Student (test T) a montré une différence non significative entre 1’expression de
miARNSs et ’expression de BRCAL.

Dans les tissus mammaires triple négatifs, nous avons trouvé des corrélations significatives
entre I’expression des miARNSs : d’une part entre miR-146a, miR-10b et miR-26a et d’autre
part entre miR-153 et miR-10b.

Dans les tissus mammaires non triple négatifs, nous avons noté des corrélations significatives
entre I’expression de miR-146a, miR-10b et miR-26a.

Différentes voies de signalisation seraient communs aux 4 miARNs analysés et pourraient

étre impliquées dans le cancer du sein triple négatif.
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Le cancer du sein est une maladie hétérogéne sur le plan clinique, morphologique et
moléculaire. Les cancers du sein triple négatifs, représentant ~ 10 a 15% de tous les cancers
du sein humains, ont acquis un intérét croissant au cours des derni¢res années afin d’améliorer
la prise en charge des patients atteints par ce type de cancer extrémement agressif (Arnedos et
al 2012). En outre, le role des microARNs (miARNs) dans la régulation épigénétique de
nombreux processus cellulaires est de plus en plus reconnu comme un moyen important pour
affiner l'expression des genes (Liu, 2012).

Notre travail de thése, comportant trois études in vitro, in silico et ex vivo, nous a permis de
d’identifier 4 miARNs comme de biomarqueurs potentiels dans le cancer du sein triple négatif

a savoir, miR-10b, miR-26a, miR-146a et miR-153.

I. Les miARNs comme biomarqueurs potentiels dans le cancer du sein triple négatif
Notre travail est en faveur l'implication de miARN spécifiques dans le développement du
cancer du sein triple négatif. Ceci pourrait se faire entre autre a travers la régulation de

l'expression du géne BRCA .

1. miR-10b
Nous avons trouvé que miR-10b était plus exprimé dans les lignées cellulaires de cancer du
sein triple négatif par rapport a des lignées cellulaires de cancer du sein luminal. Néanmoins,
la base de données TCGA, a indiqué que l'expression moyenne de miR-10b était
significativement plus faible dans les tumeurs triple négatives que dans les tumeurs non triple
négatives. O'Day et Lal ont rapporté que miR-10b était surexprimé uniquement dans les
cellules cancéreuses métastatiques, et qu’il favoriserait la migration des cellules tumorales,
I’invasion cellulaire et la métastase in vivo (O'Day et Lal, 2010). Bien que miR-10b était soit
trouvé fortement exprimé dans plusieurs cancers humains (Han et al., 2014), Biagioni et ses

collegues ont toutefois constat¢ que miR-10b était sous-exprimé dans les tissus
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tumoraux comparé a leurs homologues normaux et ceci en raison de 1’hyperméthylation des
ilots CpG en amont du locus miR-10b / 10b * (Biagioni et al., 2012). Notre étude ex vivo a
partir de tissus humains tumoraux en paraffine a montré que le niveau d’expression de miR-
10b était comparable entre les deux groupes triple négatif et non triple négatif et qu’il n’y
avait pas de corrélation significative entre I’expression de miR-10b et I’expression de la
protéine BRCA1. L’ immuno-histochimie a révélé que 1’expression de la protéine BRCAI
¢tait absente dans 62.5 % des cas de tumeurs triple négatives et chez 30.77 % des tumeurs non
triple négatives. Par contre, nous avons constaté que miR-10b peut réguler négativement
I'expression du géne BRCAT1 dans les cellules MDA-MB-231 et MCF7.

Récemment, il a été signalé que miR-10b peut également jouer un rdle critique dans la
transition épithélio-mésenchymateuse (TEM) induite par le TGF dans le cancer du sein et,
qu’a ce titre, il pourrait constituer une cible thérapeutique possible (Liao et al., 2014). En
outre, miR-10b a ét¢ montré d’étre capable de promouvoir l'invasion et la métastase des
cellules tumorales par régulation post-transcriptionnelle de HOXD10 (Gabriely et al., 2011).
Tous ces résultats indiquent que miR-10b pourrait agir comme un miARN oncogene dans les
cellules cancéreuses du sein. Cependant, Biagioni et ses collaborateurs ont rapporté que
l'expression exogene de miR-10b réduit a la fois in vitro et in vivo les capacités prolifératives
des cellules MCF7 et MDA-MB-468 (Biagioni et al., 2012). Nos résultats sont en accord avec
ceux de Biagioni et al. En effet, nous avons trouvé que miR-10b inhibait significativement
inhibé la prolifération des cellules MCF7 (p = 0,006). Ainsi, la restauration de 1'expression de

miR-10b pourrait constituer une cible thérapeutique pour le traitement du cancer du sein.

105



CHAPITRE 5 : DISCUSSION ET PERSPECTIVES

Ces résultats, a priori contradictoire, pourrait s’expliquer par le fait que miR-10b pourrait agir
tantot comme un suppresseur de tumeur dans un contexte cellulaire et comme un oncogene
dans un autre. L’expression de miR-10b pourrait étre spécifique d’un tissu donné et aussi du
stade d’évolution de la maladie. Ainsi, la distribution tissu spécifique de miR-10b et son
implication probable dans les processus liés a la cancérogenése pourrait en faire un

biomarqueur voire une cible thérapeutique prometteuse.

2. miR-26a
Un autre biomarqueur potentiel du cancer du sein triple négatif que nous avons identifié est le
miR-26a. Nos resultats montrent que miR-26a régulait négativement l'expression du gene
BRCA1 dans les cellules MDA-MB-231 et MCF7. Ce résultat suggére une fonction
oncogénique pour miR-26a dans le cancer du sein. En revanche, Gao et al. ont rapporté que
miR-26a peut inhiber la prolifération et la migration des cellules de cancer du sein par la
répression de MCL-1 et que miR-26a pourrait augmenter la sensibilité des cellules de cancer
du sein au paclitaxel (Gao et al., 2013). D'autres travaux réalisés sur des cellules de 1'ovaire
ont trouvé que miR-26a peut favoriser la prolifération en ciblant ERa (Shen et al., 2014).
Dans le méme sens, nous avons trouvé que miR-26a stimulait de maniére significative la
prolifération des cellules MDA-MB- 231 et inhibait la prolifération des cellules MCF7. En
utilisant la base de données TCGA, nous avons également constaté que 1'expression moyenne
de miR-26a n'a pas été significativement différente entre les tumeurs du sein triple négatif et
non triple négatif. Par contre, notre étude sur les tissus humains tumoraux en paraffine
montre que miR-26a est exprimé 1,5 fois plus chez les tumeurs triple négatives par rapport
aux tumeurs non triple négatives et que 1’expression de miR-26a chez les patientes avec un
profil de cancer du sein triple négatif ne présentant pas des métastases ganglionnaires est

supérieure a celle chez les patientes avec des métastases ganglionnaires (avec p = 0,028).
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I1 a été rapporté récemment dans une étude en 2015 que le niveau d’expression de miR-26a
est associ¢ a la formation de métastase ganglionnaire et a la survie globale chez les triple
négatifs et que I'expression ectopique de miR-26a inhibirait la prolifération cellulaire chez le
cancer du sein triple négatif et la formation de métastase in vitro et in vivo par la régulation
négative de 'ARNm du géne MTDH. Cette étude suggere que miR-26a fonctionnerait comme
un suppresseur de tumeur dans le développement de cancer du sein triple négatif (Liu et al.,
2015).

Le role de miR-26a apparait donc complexe et pourrait dépendre du tissu et / ou du contexte

de la tumeur.

3. miR-146a

Notre étude sur les lignées cellulaires, nos analyses des données TCGA comme notre étude ex
vivo sur des tissus humains tumoraux en paraffine montraient que miR-146a est
significativement surexprimé dans les cancers du sein triple négatif. Des résultats similaires
ont été rapportés par d'autres équipes (Garcia et al., 2011 ; Kumaraswamy et al., 2014).
L’étude ex vivo a révélé aussi que I’expression de miR-146a chez les patientes avec un profil
de cancer du sein triple négatif ne présentant pas de métastases ganglionnaires est supérieure a
celle chez les patientes avec des métastases ganglionnaires. Nos résultats sont en accord avec
ceux trouvés par Stuckrath et ses collaborateurs en 2015 (Stuckrath et al., 2015).

Nous avons également constaté que miR-146a ne modifie pas I'expression du géne BRCAI
dans les cellules MDA-MB-231 et MCF7. En revanche, Gracia et al. ont rapporté¢ que miR-
146a pourrait réguler négativement l'expression du géne BRCAI dans les cancers du
sein sporadiques triple négatif (Gracia et al., 2011). Cette différence pourrait étre due aux

différentes lignées cellulaires utilisées pour les essais d'expression exogenes.
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En effet, Gracia et al. ont utilisé des lignées cellulaires, différentes de celle que nous avons
utilisé, a savoir HeLa et trois lignées de cellules mammaires (MDA-MB-468, MDA-MB-157
et MDA-MB-436).

Une autre étude a rapporté que miR-146a pourrait inhiber l'invasion et la migration de la
lignée cellulaire de cancer du sein humain hautement métastatique MDA-MB-231 (Bhaumik
et al., 2008). Ces données confirment nos résultats, a savoir que miR-146a pourrait inhiber la
prolifération des cellules MDA-MB-231. Dans une ¢étude récente sur les cellules cancéreuses
du sein (HCC1937), Kumaraswamy et al ont émis I'hypothése que BRCA1 pourrait réguler
négativement l'expression du gene de I'EGFR en augmentant le niveau d’expression de miR-
146a (Kumaraswamy et al., 2014). Nos résultats sont compatibles avec cette hypothése, nous
avons trouvé que miR-146a etait surexprimé dans les cellules SUM1315-BRCA1 dont BRCA 1
est de type sauvage par rapport aux cellules SUM1315-LXSN dont BRCAI est muté. Nous
avons également constaté que l'expression exogéne de miR-146a diminuait la prolifération des
cellules MDA-MB-231 qui expriment I’EGFR, mais pas dans les cellules MCF7 qui
n’expriment pas 'EGFR. Toutefois, 1’évaluation de I'expression de I'EGFR par q-RT-PCR
dans les cellules MDA-MB-231 et MCF7 exprimant de fagon exogéne miR-146a a révélé que
I’expression du gene EGFR n’était pas significativement réguler par miR-146a dans nos
conditions.

Tous ces résultats montrent que le role de miR-146a est complexe, et que notamment
I’interaction miR-146a et BRCA1 reste a préciser et qu’elle dependrait probablement du type et

du contexte cellulaire.

4. miR-153
Grace aux outils bioinformatiques, nous avons identifié un site de liaison pour miR-153 a

l'extrémité 3 'UTR du géne BRCAI.
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Par la suite, nous avons trouvé que miR-153 pourrait induire une régulation négative de
BRCAI dans les cellules MCF7 et une up-régulation dans les cellules MDA-MB-231. Ces
effets contradictoires sont également rapportés dans la littérature. D'une part, Anaya-Ruiz et
al. ont rapporté¢ que I’inhibition de I’expression de miR-153 engendrait un arrét de la
croissance, une réduction de la prolifération et une induction de l'apoptose dans la lignée
cellulaire de cancer du sein sporadique triple négatif MDA-MB-231. Ces résultats
indiqueraient que miR-153 pourrait fonctionner comme un miARN oncogénique, dont la
dérégulation pourrait étre impliquée dans l'initiation et / ou le développement de cancer du
sein (Anaya-Ruiz et al., 2013). Dans une autre étude, Wu et al. ont suggéré que miR- 153
pourrait jouer un rdle important dans la promotion de la prolifération des cellules cancéreuses
humaines de la prostate. Ceci se ferait a travers l’inactivation de PTEN dans des cellules
cancéreuses de la prostate (Wu et al., 2013). Ces données sont compatibles avec nos résultats
ou la surexpression de BRCAI par miR-153 n'a eu aucun effet sur la prolifération des cellules
MDA-MB-231.

D'autre part, Zhao et al. ont constaté que la transfection transitoire de miR-153 dans les
cellules souches de glioblastome (GBM-SC) pourrait inhiber leurs propriétés de caractére
souche, réprimer leur potentiel de croissance et induire l'apoptose (Zhao et al., 2013). Ces
derniéres données sont conformes a nos résultats dans les cellules MCF7: une inhibition de la
prolifération bien que BRCA ait été régulée négativement par miR-153. Cette différence dans
la réponse observée entre MDA-MB-231 et les cellules MCF7 pourrait étre expliquée par les
différences dans le niveau d’expression endogeéne de miR-153, a savoir, plus élevé dans les
cellules MCF7 luminales et plus faible dans les cellules triple négatives MDA-MB-231.
L’analyse des données TCGA montre également que la moyenne de I'expression de miR- 153
est nettement plus faible dans les cancers du sein triple négatif. Notre étude ex vivo sur des
tissus humains tumoraux en paraffine n’a pas révélé de différence significative de 1’expression

de miR-153 entre les deux groupes triple négatif et non triple négatif.
109



CHAPITRE 5 : DISCUSSION ET PERSPECTIVES

Ainsi, il la fonction de miR-153 apparaitrait complexe. Une éventuelle identification des
cibles de miR-153 serait un moyen intéressant pour mieux comprendre son réle dans la

prolifération cellulaire et les processus liés a la cancérogenese.

Concernant les 3 approches (in vitro, in silico et ex vivo) suivies lors de nos travaux,
approches qui semblent a priori sur certains aspects contradictoires, sont complémentaires.
Chaque approche posséde ses avantages et ses inconvénients. En effet, la base de données
TCGA inclut plusieurs types de données telles que I’expression de geéne, I’expression de
miARN, la methylation de I’ADN et les sous types de mutations. Cette base présente quelques
limites concernant le profilage de miARN plus particulierement dans le cancer du sein triple
négatif a savoir I’hétérogeneité du profil triple négatif comprenant le type basal-like et le non
basal-like. En outre, dans cette base TCGA, différentes techniques étaient utilisées pour
I’extraction de I’ARN ou de miARN et I’analyse de données.

Dans le méme sens, notre approche ex vivo présentait 1’héterogénéité dans les tissus
mammaires triple négatifs inclus en paraffine. En effet, la proportion de cellules malignes

dans les coupes histologiques dépasse 50%.

II.  Génes cibles des miARNs « biomarqueurs » et voies de signalisations impliquées
dans le cancer du sein triple négatif

L’identification des génes cibles des miARNs et des voies de signalisations impliquées dans
le cancer du sein triple négatif pourraient augmenter le potentiel de miARNs en tant que de
biomarqueurs.
D’apres notre étude ex vivo, il est vrai sur un €chantillon relativement réduit, nous avons
trouvé des corrélations significatives entre 1’expression des miARNs dans les tissus
mammaires triple négatifs: d’une part entre miR- 146a, miR-10b et miR-26a et d’autre part
entre miR-153 et miR-10b.
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Grace a la base de données DIANA-TarBase v.7, nous avons pu déceler les génes qui seraint
la cible de ces miARNSs ainsi que les différentes voies de signalisation qui seraient communes
a ces 4 miARNS.

Parmi les voies de signalisation, nous avons trouvé la voie de signalisation PI3K-Akt. Trois
miARNSs seraient impliqués dans cette voie : miR-146a-5p ciblant le géne BRCA 1, miR-26a-
Sp ciblant les genes (GSK3B, CCND2, IFNB1, CCNE2, MYC et PTEN) et miR-153 ciblant les
genes MCLI1, BCL2.

L’activation de la voie PI3K-AKT par des mutations de PIK3CA et I’inhibition de PTEN sont
des caractéristiques moléculaires déja décrits dans le cancer du sein triple négatif (Gongalves
etal., 2013).

Une autre voie qui serait impliquée est la voie de signalisation (NF)-«B. Elle impliquerait
deux miARNs : miR-146a-5p ciblant un ensemble des genes (NFKBI, CXCLS, CD40LG,

TRAF6, BCL2A1, IRAKI) et miR-153 ciblant le géne BCL2.
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La voie de signalisation (NF)-kB apparait comme un régulateur important dans le cancer du
sein triple négatif, et serait impliquée aussi dans de nombreux autres cancers. Elle serait
responsable du contréle de 1’angiogénése, de 1’apoptose et du cycle cellulaire ainsi que

d’autres processus cellulaires (Gyparaki et al., 2014).

Les 4 miARNSs seraient également impliqués dans une voie de déreglement de la transcription
qui pourrait contribuer au cancer du sein triple négatif.

Dans cette voie miR-10b-5p ciblerait le géne NR4A43. Ce géne est connu pour son role central
dans la régulation de la prolifération cellulaire, la différenciation, le métabolisme et
’apoptose.

D’apres le tableau 19 (dans le chapitre Résultats), nous avons noté qu’'un méme miARN
pourrait étre impliqué dans plusieurs voies de signalisation. Par exemple le miR- 26a, ciblant
le gene PTEN, est impliqué dans 3 voies : voies dans le cancer (hsa05200), voie de
signalisation PI3K-Akt (hsa04151) et la voie de signalisation de p53 (hsa04115). Le miR-153
en ciblant le géne BCL2, il est impliqué dans 4 voies : Voies dans le cancer (hsa05200), voie
de signalisation PI3K-Akt (hsa04151), Apoptose (hsa04210) et la voie de signalisation NF-
kappa B (hsa04064). Le miR-146a est impliqué aussi dans 4 voies en ciblant le géne NFKBI :
Déréglement de la transcription dans le cancer (hsa05202), voies dans le cancer (hsa05200),

Apoptose (hsa04210) et la voie de signalisation NF-kappa B (hsa04064).

Ainsi, I’étude de ’effet de miARNSs sur I’expression de ces genes cibles (ARNm) par qPCR,
Western blot et I’étude de 1’impact sur les processus biologiques liés a la cancérogenése serait
une piste intéressante pour mieux comprendre le rdle de ces miARNs. En outre, nous
pourrions ¢tudier aussi ’effet de ces miARNs au niveau protéique dans des lignées cellulaires
de cancers du sein mammaires par une méthode plus performante, la méthode SILAC (Stable

isotope labelling with amino acids in cell culture) (Baek et al., 2008).
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Plusieurs autres études in vivo, visant a poursuivre notre travail, pourraient évaluer les roles
potentiels de ces miARNs sélectionnés :

D’autres études in vivo pourraient étre réalisées dans des souris immunodéprimées, par
xénogreffes sous-cutanées ou orthotopiques. On pourrait également envisager 1’utilisation des
lignées stables sur-exprimant les miARN établies par une approche lentivirale permettront
ainsi que la Green Fluorescent Protein (GFP) présente dans la construction lentivirale. Ainsi
les propriétés tumorales pourront &tre caractérisées in vivo en mesurant la croissance des
tumeurs (taille et vitesse), leur vascularisation et leur capacité a former des métastases.

Une autre étude pourrait étre envisagée sur un modeéle murin de cancer du sein triple négatif,
les miARN sélectionnés pourraient étre testés sur ce modele. Ils pourraient étre injectés en
solution saline dans la veine de la queue de souris comme traitement. Les propriétés anti-
tumorales pourraient é&tre alors évaluées : croissance des tumeurs (taille et vitesse),
vascularisation et capacité a former des métastases. L’expression des miARN et des genes
cibles seraient également évaluée par hybridation in situ et par immuno-histochimie

respectivement.

III.  Les miARNS pourraient constituer des outils thérapeutiques pour le cancer du
sein triple négatif

En raison relativement de leur faible poids moléculaire (~ 6000) (Liu, 2012), de la puissance

endogene de cibler un large spectre de génes et vu leur role de régulateurs d’un grand nombre

de voies moléculaires, les miARNs (mais plus généralement les oligonucléotides), semblent

étre des outils thérapeutiques prometteurs dans un certain nombre de pathologies et

notamment dans le cancer du sein triple négatif.
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L’utilisation des miARN pour le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques
pourrait &tre basée sur deux approches:

1- Utiliser des miARN comme molécules médicamenteuses. En fonction de leur effet, on
chercherait a augmenter ou diminuer les niveaux d’expression de miARN dans le
cancer du sein triple négatif.

2- Moduler I’activité de miARN par I’utilisation de traitement comme la chimiothérapie
(Bertoli et al, 2015).

Pour la premicre approche, elle se base sur le développement des oligonucléotides
antagonistes ou mimiques. Les miARNs antagonistes sont générés pour inhiber un miARN
qui a acquis un gain de fonction dans le cancer du sein triple négatif (un miARN oncogéne ou
oncomiR).

Par contre les miARNs mimiques sont utilisés pour restaurer un miARN qui montre une perte
de fonction (un mMiARN suppresseur de tumeur), comme dans la thérapie génique
traditionnelle. Ce qui fournit une nouvelle occasion pour exploiter thérapeutiquement des
suppresseurs de tumeurs dans le cancer du sein triple négatif.

La stratégie la plus commune pour l'abolition de la fonction de miARN est réalisée par des
modifications apportées a des oligonucléotides simple brin complémentaires au miARN.

Ces modifications permettraient une stabilité des molécules, une forte spécificité d’interaction
avec le miARN ciblé et la résistance aux RNases. Deux types de modifications sont connus,
les LNA-antimiR et les 2°-O-Me-antimiR.

Les LNA-antimiR sont des oligonucléotides constitués de LNA (locked nucleic acid), qui sont
des analogues des ARN dont le ribose est bloqué par un pont méthyléne entre le 2°0 et le 4’C
(Vester et Wengel, 2004).

Les 2°-O-Me-antimiR sont des oligonucléotides dont les bases sont modifiées en 2’ par des

groupements O-méthyle (Krutzfeldt et al., 2005).
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Des modifications relativement similaires mais avec un cholestérol en 3’ ou des hybrides
comme 2’-O-methoxyethyl-4-thioRNA (MOE-SRNA) ont également été testés (Bertoli et al,
2015).

Une autre méthode récemment décrite pour inhiber la fonction d’un miARN consiste a
I’utilisation des ARNs synthétiques contenant plusieurs sites d’hybridation de miARN
spécifique appelé « miRNA sponges » ou éponges a miARN. Cette méthode a été validée
dans des modeles cellulaires mammaires xénogreffés dans un modéle murin conduisant a une
inhibition de la prolifération cellulaire et la réduction de la masse tumorale (Bertoli et al,
2015). Quant a la surexpression de miARN, elle est possible par la transfection des miARNs
mimiques. Ces derniers, par rapport aux anti-miRs, sont moins stables car peu de
modifications sont possibles pour qu’ils puissent étre fonctionnels. Pour cela des techniques
sont développées pour surmonter les inconvénients de la dégradation par des RNases ou
I’immunogénicité de I’ARN introduit et augmenter aussi la stabilité. Parmi ces techniques, on
peut citer les vecteurs viraux, des liposomes les nanoparticules de polymeéres ou récemment

les nanoparticules d’or (Wang et Wu, 2009, Bertoli et al, 2015).

Pour la deuxiéme approche, les miARNs peuvent étre utilisé pour augmenter la réponse du
cancer du sein a une intervention thérapeutique. Par exemple le cancer du sein a été révélé
résistant a la chimiothérapie lorsque certains miARNs sont dérégulés (ex : miR-125). Les
miARNs mimiques peuvent étre combinés avec la thérapie conventionnelle pour obtenir un
avantage accru chez les patients. Comme exemple, la régulation positive de miR-195, obtenue
par des oligonuclétides mimiques, dans des cellules MCF7 résistantes a I’ADR (doxorubicine)
augmente la sensibilité au traitement de ces cellules, conduisant a l'apoptose par régulation

négative de Raf-1 et Bcl-2 (Bertoli et al, 2015).
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Concernant nos 4 miARNs sélectionnés, suite & nos travaux, on pourrait envisager de les
¢tudier en combinaison avec I’irradiation, ou en présence des molécules antitumorales telque

la doxorubicine.

En conclusion, Nous avons montré tout au long de ce travail que les miR-10b, miR-26a, miR-
146a et miR-153 pourraient étre exploités comme des biomarqueurs potentiels du cancer de
sein triple négatif.

Cependant, le chemin reste long, et les recherches futures devraient viser le potentiel
thérapeutique intéressant de miARNs contre ce type du cancer par modulation de leur
expression cellulaire. A cet égard, certains miARN ont déja montré des résultats prometteurs,
soit par le développement et la livraison de médicament a base de miARN tout en gardant a
I’esprit une optimisation de leur stabilité, ainsi que I’amélioration de la prestation de miARN

et le controle des effets hors-cible de miARNS.
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Annexe 1: Protocole de I’électrophorése miniature sur puce Agilent Nano 6000

Le kit utilisé est le RNA 6000 Nano kit (Agilent)

O

O

Equilibrer le RNA 6000 Nano dye a température ambiante (30 min),

Nettoyage du bioanalyser :

- Remplir une puce cleanser avec 350 ul de RNase ZAP, la placer dans le bioanalyser,
fermer et attendre 1 min

- Remplir la puce cleanser avec 350 ul d’H20 DEPC, la placer dans le bioanalyser,
fermer et attendre 1 min

- Retirer la puce cleanser et laisser sécher pendant 1 min,

Filtrer 550ul de RNA 6000 Nano gel par centrifugation a 1500g pendant 10 minutes

Mélanger 65ul de gel filtré avec 1 pl de dye (colorant bleu) et homogénéiser

Centrifuger ce mélange a 13000g pendant 10 minutes

Déposer 9ul dans le puits ®dela puce RNA 6000 Nano chip puis placer la puce dans la

station « chip priming »

Une fois la station fermée, exercer une pression avec la seringue en la poussant de ImL

jusqu’a la position clip et la laisser dans cette position pendant 30 secondes

Lacher la seringue remonter jusqu’a 1 mL

Ouvrir la station et déposer 9ul dans chacun des deux autres puits G R

Déposer 5ul de RNA 6000 Nano marker dans chacun des 12 puits « échantillons » et le
&

puits ,
Dénaturer les échantillons et le marqueur de taille (ladder) a 72°C pendant 2 minutes puis

laisser a 4°C pendant 5 minutes
Déposer 1ul d’échantillon dans chacun des 12 puits « échantillons » et 1ul de ladder dans

le puits 4 ,
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o Vortexer la puce pendant 1 minute a 2200 rpm

o Placer la puce dans le bioanalyseur 2100 et lancer 1’analyse

Annexe 2 : Protocole de test de prolifération CCK-8 (Cell Counting Kit-8. Sigma-

Aldrich)

o Ensemencer 100 ul de la suspension cellulaire (3000 cellules) par puits dans une
plaque de 96 puits,

o Pré-incuber la plaque dans un incubateur humidifié (par exemple, a 37 ° C, 5% CO2),

o Décongeler le CCK-8 sur la paillasse ou dans un bain d'eau a 37 ° C si elle est gelée,
Remarque: Il faut environ 30 minutes sur la paillasse a 25 © C ou 5 minutes dans un
bain d'eaua 37 ° C,

o Ajouter 10 ul de la solution CCK-8 dans chaque puits de la plaque,
Remarque: Veillez a ne pas introduire de bulles d’air dans les puits, car ils interférent
avec la lecture de DO,

o Incuber la plaque pendant 1 a 4 heures dans 1'incubateur,

o Mesurer l'absorbance a 450 nm en utilisant un lecteur de microplaques, Préparer une

courbe d'étalonnage en utilisant les données obtenue a partir des puits contenant des

nombres connus de cellules viables.
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Abstract

Background Familial triple-negative breast cancers are often
linked to mutations in the BRCAI tumor suppressor gene. In
sporadic triple-negative breast cancers BRCA! is frequently
inactivated at the transcriptional level, and it has been reported
that this inactivation may be brought about by promoter meth-
ylation. More recently, it was found that BRCA/ may also be
regulated at the post-transcriptional level by miRNAs. Here, we
explored the expression of putative BRCAI-regulating
miRNAs in sporadic human triple-negative breast cancer cells.
Methods Nine sporadic human breast cancer-derived cell
lines and one benign breast epithelium-derived cell line were
assessed for their hormone receptor, growth factor receptor
and cytokeratin status by immunocytochemistry. The expres-
sion of 5 selected miRNAs predicted to target BRCAI was
assessed using qRT-PCR in the 10 cell lines. In addition, ex-
pression profiles of 84 known breast cancer-associated
miRNAs were established in these 10 cell lines using PCR
Array and qRT-PCR, respectively. The putative role of pre-
selected candidatemiRNAsinbreastcancer development was
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assessed through exogenous expression of these miRNAs and
their anti-miRNAs (‘antagomirs’) in MDA-MB-231 and
MCF7 breastcancer-derived cells.

Results Based on our expression profiling results, four candi-
date miRNAs (miR-10b, miR-26a, miR-146a and miR-153)
were selected as being potentially involved in triple-negative
breast cancer development. Exogenous expression assays re-
vealed that miR-10b and miR-26a, but not miR-146a, can
down-regulate the expression of BRCA! in both triple-
negative MDA-MB-231 and luminal epithelial MCF7 breast
cancer-derived cells, whereas miR-153 could down-regulate
BRCAI expression only in MCF7 cells. In silico analysis of
The Cancer Genome Atlas (TCGA) data confirmed that miR-
146aissignificantly higher expressed intriple-negative breast
tumors compared to other (non triple-negative) breast tumors.
Conclusion Our work provides evidence for the involvement
of specific miRNAs in triple-negative breast cancer develop-
ment through regulating BRCA ] expression.

Keywords MicroRNAs - Humantriple-negative breastcancer
cells -BRCAL -Regulation

1 Introduction

Breast cancer is the most commonly diagnosed cancer in
women (23 % of all cancers), with an estimated diagnosis of
1.38 million new cases each year worldwide [1—4]. At the
molecular level, breast cancers can be classified in four main
subtypes, depending on the expression of hormone and
growth factor receptors. The luminal subtypes A and B ex-
press both the estrogen receptor (ER) and the progesteron
receptor (PR), the HER2-enriched subtype shows amplifica-
tion and over-expression of the human epidermal growth fac-
tor receptor 2 (HER2), and the triple-negative subtype does
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not express any of these receptors. This classification corre-
lates well with the prognosis, ranging from good for luminal A
tumors to poor for the triple-negative tumors [5, 6]. The latter
category, representing ~10 to 15 % of all breast cancers, is
generally considered aggressive[7, 8].

Triple-negative breast cancers are often linked to in-
activation of the BRCAI tumor suppressor gene. In fa-
milial breast cancer, 85 % of the BRCAI mutated tu-
mors are triple-negative [9, 10]. In sporadic triple-
negative breast cancers, BRCAI is frequently inactivated
at the transcriptional level, and it has been shown that
BRCAI inactivation may be due to methylation of its
promoter brought about by ID4 [11, 12]. More recently
it has been found that BRCAI may also be regulated at
the post-transcriptional level by microRNAs [13].

MicroRNAs (miRNAs) are small non-coding 19-25

nucleotide-long RNAs that can post-transcriptionally
regulate gene expression by binding to the 3’untranslat-
ed regions (3'-UTR) of target messenger RNAs
(mRNAs), thereby leading to mRNA degradation or
translational repression [14—16]. miRNAs have been
shown to be involved in diverse biological processes [17—
19]. In human breast cancer it has been shown that they can
act either as tumor suppressors (i.e., miR-206, miR-17-5p,
miR-125a, miR-125b, miR-200, let-7, miR-
34 and miR-31) or as oncogenes (i.e., miR-21, miR-
155, miR-10b, miR-373 and miR-520 ¢) [ 20 ].
Previously, it has been shown that BRCAI gene expres-
sion is relatively low in ER-negative and high-grade
breast cancers [21] and that BRCAI gene expression is
significantly down-regulated in triple-negative breast
cancers [22]. The number of miRNAs that may regulate
the expression of BRCAI or that may serve as transcrip-
tional targets of BRCA [ is rapidly increasing.
Considering the tumor-suppressive role of BRCAI, any
perturbation in this regulatory function is likely to have
an effect on BRCAI-mediated tumor development [23].
Moskwa et al. reported that miR-182-mediated down-
regulation of BRCAI can impede DNA repair and, as such,
affect breast cancer therapy [24]. It has also been shown that
miR-146a and miR-146b-5p can down-regulate the expres-
sion of the BRCAI gene in triple-negative sporadic breast
cancers [18]. In contrast, a recent study reported that miR-
146a expression levels increased simultaneously with
BRCA1 expression levels. In addition, it was suggested that
post-transcriptional regulation of epidermal growth factor re-
ceptor (EGFR) expression by BRCAI may be mediated by
miR-146a [25].

Here, we investigated miRNA expression profiles in nine
human breast cancer-derived cell lines and one benign breast
epithelium-derived cell line. By doing so, we identified a set
of miRNAs putatively involved in BRCAI gene expression
regulation and breast cancer development.

42: Springer

2 Materials and methods
2.1 Cell culture

Nine selected human breast cancer-derived cell lines and one
benign breast epithelium-derived cell line (Table 1) were cul-
tured in a humified incubator at 37 °C containing 5 % CO2.
Cell line MCF10a was obtained from the American Type
Culture Collection (ATCC; Manassas, VA, USA) and was
cultured in DMEM/F12 medium (Invitrogen Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA) supplemented with 10 %
horse serum, 20 ng/ml EGF, 100 ng/ml cholera toxin,
500 ng/ml hydrocortisone, 2 mM L-glutamine and 20 ng/ml
gentamicin.

Cell lines MCF7, T47D, MDA-MB-231, HCC1937 and
MDA-MB-436 were also obtained from the ATCC and were
cultured in RPMI- 1640 medium (Invitrogen Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA) supplemented with 10 %
fetal bovine serum (FBS), 2 mM L-glutamine and 20 ng/ml
gentamicin. Cell lines SUM149PT and SUM1315MO2 were
obtained from Asterand (Royston, Hertfordshire, UK) and
were grown in Ham’s F12 medium according to the supplier’s
instructions. Cell lines SUM1315-LXSN and SUM1315-
BRCA1 were derived from the BRCA ! mutated (185delAG)
SUM1315MO2 cellline, stably transfected withempty LXSN
or LXSN-BRCA1 plasmids, respectively. The BRCA I muta-
tion status of the other cell lines has previously been reported
by Elstrodt et al. [26].

2.2 Immunocytochemistry

Cells were fixed in Preservcyt solution (Thinprep) and
cytoblocks were prepared using a Shandon Cytoblock kit
(Thermo Scientific). The estrogen receptor (ER), progesterone
receptor (PR), human epidermal growth factor receptor 2
(HER2), cytokeratin5/6, cytokeratinl4, epidermal growth fac-
torreceptor (EGFR) and tyrosinekinasereceptor cKIT protein
status was determined by immunocytochemistry on 3 pm-
thick sections. Immunostainings were performed in a
BenchmarkXT fully automatized stainer (Ventana Medical
Systems) and scored semi-quantitatively by an expert pathol-
ogist under a light microscope.

2.3 MiRNA target prediction algorithms

Five available algorithms predicting miRNA-mRNA interac-
tions were used to select miRNAs targeting the 3'-UTR of the
BRCAI gene transcript: TargescanHuman (http://www.
targetscan.org/vert 61/), Tarbase (http://diana.imis.
athenainnovation.gr/DianaTools/index.php?r=tarbase/index),

Miranda (http://www.microrna.org/microrna’/home.do),
MicroCosmTargets (http://www.ebi.ac.uk/enright-srv/
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Table 1 Humanbreastcancer cell lines and their characteristics
Immunocytochemistry

Celllines BRCA I status ER PR HER2 ck5/6 CK14 EGFR cKIT
MCF10A Nontumoral Benign  wild-type - - - +(90%) +(80%) +(100%) -
MCEF7 Tumoral Luminal wild-type 90 % (1+) 40 %(12+) - - - - -
T47D Tumoral Luminal wild-type 50 %(1/2+) 80 %(1/2H+) - - - +(40%) -
MDA-MB-231 Tumoral TN wild-type - - - - - +(100%) -
HCC1937 Tumoral N 5382insC - - - +(25%) +20%) +(100%) -
MDA-MB-436 Tumoral N 5396+1G>A - - - - - +(90%) -
SUMI149PT Tumoral N 2288delT - - - +(25%) +(<1%) +(100%) -
SUM1315MO2 Tumoral N 185delAG - - - - - +(90%) -
SUMI1315-LXSN  Tumoral N 185delAG - - - - - +(60%) -
SUM1315-BRCA1  Tumoral TN 185delAG+WT - - - - - +(80%) -

TN: Triple-Negative. The BRCA I mutational status as also the Estrogen Receptor (ER), Progesterone Receptor (PR), HER2 protein, Cytokeratin5/6
(ck5/6), Cytokeratin14 (ck14), Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) and cKIT protein expression status are indicated

microcosm/htdocs/targets/v5/) and.PicTar (http://pictar.mdc-
berlin.de/cgi-bin/PicTar_vertebrate.cgi).

For all algorithms we used the default parameters and we
selected miRNAs that putatively target BRCAI by at least
three algorithms.

2.4 RNA extraction, reverse transcription
and quantitative real-time PCR

Total cell RNA was extracted using QIAzol reagent
(Qiagen miRNeasy mini kit) according to the manufac-
turer’s instructions. The RNA quality and yields were
assessed using an Agilent Bioanalyzer 2100 (Kit Agilent
RNA 6000 nano) in conjunction with a spectrophotometer.
One microgram of total RNA was reverse-transcribed using
a miscript II RT kit (Qiagen, France). 15 nanograms of
cDNA was used in triplicate for quantitative real-time
PCR using a miscript SYBER Green PCR kit (Qiagen,
France) on an ABI7900HT system and an Applied
Biosystems ViiA™ 7 Real-Time PCR system. Selected
miRNA primers were obtained from miScript Primer
Assay (Qiagen, France) and are listed in supplementary
Table S1. U6 (Hs-RNU6-2—1 miscript Primer Assay) and
18S rRNA were used as internal controls. All samples were
normalized to the internal controls and fold changes were
calculated through relative quantification (RQ = 24T).

2.5 PCR array-based profiling

The Human Breast Cancer miScript miRNA PCR Array
(MTHS-109ZE-4) was used according to the manufacturer’s
protocol (Qiagen, France) for the profiling of 84 miRNAs
known or predicted to alter in expression during breast cancer

initiation and/or progression. The protocol enables real-time
PCR profiling of mature miRNA onan ABI7900HT system in
combination with a miScript SYBR Green PCR kit, which
contains a miScript Universal Primer (reverse primer), and a
QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix. 250 nanogram of
total RNA was reverse-transcribed using a miscript II RT kit

(Qiagen).

2.6 Transfection assays

Selected miRNA mimics and miRNA inhibitors
(‘antagomirs’) were obtained from miScript miRNA Mimic
and miScript miRNA Inhibitor, respectively (Qiagen, France)
and are listed in supplementary Table S2. The siRNA used for
inhibiting BRCAI gene expression (siBRCA1) was synthe-
sized by Thermo Scientific, Dharmacon (M-003,461-02—
0005, siGENOME SMART pool, Human BRCA1  (672),
5 nmol). Cells were seeded at a density of 300,000 cells per
well in 6-well plates. Twenty-four hours later, miRNAs and
siRNAs were transfected using Lipofectamine 2000 reagent
(Invitrogen, CA, USA) following the manufacturer’s instruc-
tions. As a mock control, cells were transfected with transfec-
tion reagent alone (Tmock). Three days after transfection, the
cells were washed with PBS and recovered for further
analysis.

2.7 Cell proliferationassay

MDA-MB-231 cellsand MCF7 cells were collected, seeded at
a density of 3000 cells per well into a 96-well plate and cul-
tured in a humified incubator at 37 °C containing 5 % CO2 for
24 h. Subsequently, the cells were transfected with Tmock
(transfection reagent alone), siBRCA 1, miR-146a, anti-miR-
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146, miR-153, miR-10b and miR-26a using Lipofectamine
2000 reagent (Invitrogen, CA, USA) according to the manu-
facturer’s protocol. After 48 h in vitro cell proliferation was
evaluatedusing CCK-8 (Cell Counting Kit-8, Sigma-Aldrich)
according to the manufacturer’s instructions. The absorbance
was determined at 450 nm using a microplate reader. All ex-
periments were performed intriplicate.

2.8 Insilico analysis of miRNAs using TCGA

Both clinical and miRNA sequencing data of invasive
breast cancers were downloaded from The Cancer
Genome Atlas (TCGA) database. A total of 519 patients
with information on ER, PR and HER2 status were select-
ed to compare the expression profiles of four selected
miRNAs (miR-10b, miR-26a, miR-146a and miR-153) in
the respective tumors. 88 cases were found to have a neg-
ative ER, PR and HER2 (i.e., triple-negative) phenotype,
whereas 431 cases were positive for at least one of these
receptors.

2.9 Statistical analysis

Student’s #-test was used to assess statistical differences in
mean expression between groups. A p-value < 0.05 was con-
sidered statistically significant.

3 Results

3.1 miR-10b and miR-26a are preferentially expressed
in triple-negative breast cancer-derived cell lines

In order to identify miRNAs implicated in triple-negative
breast cancer, we used a miScript miRNA PCR Array to pro-
file the expression of 84 miRNAs considered to be involved in
breasttumorigenesis. Tencell lines were analyzed: one benign
breast epithelium-derived cell line (MCF10a), two luminal
breast cancer-derived cell lines (MCF7, T47D) and seven
triple-negative breast cancer-derived cell lines (MDA-MB-
231, MDA-MB-436, HCC1937, SUMI149PT,
SUM1315MO0O2,SUM1315-BRCA1 and SUM1315-LXSN).
The cell lines were characterized by immunocytochemistry as
presented in Table 1. In order to reveal whether particular
miRNAs are specifically involved in triple-negative breast
cancers, we compared their expression in the respective cell
line subgroups. For this analysis we focused on six miRNAs
that were found to be differently expressed in at least two
subgroups by PCR Array, i.e., miR-10b, miR-15b, miR-26a,
miR-155, miR-206 and miR-485-5p (Table 2, Table S3). To
validate the PCR Array results, we performed qRT-PCR anal-
ysis of the six selected miRNAs in the 10 cell lines. Only two
of'these miRNAs (i.e., miR-10b and miR-26a) were found to
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be well-expressed in these cell lines. The other miRNAs were
expressed at low levels or were not detectable at all. miR-10b
was highly expressed in 3 triple-negative breast cancer cell
lines (MDA-MB-231, MDA-MB-436 and SUM1315MOQO2)
(Fig. 1a). miR-26a was found to be expressed in all 10 cell
lines, and to be higher expressed in the triple-negative cell
lines than the luminal cell lines (MCF7, T47D) (Fig. 1b).

3.2 miR-146a and miR-153 target the 3'-UTR of BRCA 1

BRCAI gene expression is frequently down-regulated in
triple-negative breast cancers. We hypothesized that the iden-
tification of miRNAs targeting the 3-UTR of BRCA I might
be used to uncover miRNAs involved in the development of
triple-negative breast cancers. To this end, we performed an in
silico computational search using five available algorithms:
TargescanHuman [27], Tarbase [28], Miranda [29],
MicroCosmTargets [30] and PicTar [31].

For all algorithms we used default parameters, and we se-
lected miRNAs predicted to target BRCAI by at least three
algorithms. From the selected miRNAs (listed in Table S4),
we chose five miRNAs, i.e., two miRNAs (miR-146a and
miR-146b-5p) that were previously found to be over-
expressed in breast tumors and to down-regulate BRCA ex-
pression [18] and three miRNAs (miR-132, miR-212, miR-
153) that were most frequently predicted to interact with the
3"-UTR of BRCAI. We validated the expression of these five
selected miRNAs by qRT-PCR in the 10 cell lines and found
thatmiR-146a washigher expressed in 3 triple-negative breast
cancer cell lines: MDA-MB-231, MDA-MB-436 and
SUM1315-BRCA1 (Fig. 1c), that miR-153 was higher
expressed in 4 triple-negative breast cancer cell lines: MDA-
MB-436, SUM1315MO2, SUM149PT and HCC1937
(Fig. 1d), and that miR-146b-5p, miR-132 and miR-212 were
expressed in all 10 cell lines at different levels (Fig. S1) with-
out a significant difference between the triple-negative, lumi-
nal or benign cell lines. Based on these results we focused our
further analyses, next to miR-10b and miR-26a, on miR-146a
and miR-153.

3.3 BRCA 1 expression is regulated by miR-10b, miR-26a
and miR-153

The above expression profiling and in silico analyses allowed
us to select 4 miRNAs, miR-10b, miR-26a, miR-146a and
miR-153 for further analysis. To determine the effect of these
miRNAs on endogenous BRCA! expression, we transfected
two BRCA1 wild-type cell lines (MDA-MB-231 and MCF7)
with the respective miRNAs (miRNA mimics) and anti-
miRNAs (inhibitors or ‘antagomirs’). The efficiency of the
miRNA mimics and inhibitors was verified by miRNA quan-
tification using gqRT-PCR (Fig. S2), revealing sufficient effi-
ciencies only for miR-10b, miR-26a, miR-146a, anti-miR-
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Table 2 Profiling of miRNAs in human breast cancer cell lines by miScript miRNA PCR Array. Subgroups of cell lines are compared

miRNA SUMI1315-LXSN/  Basal BRCA1+/ Basal BRCA1-/ Tumoral / Basal BRCA1-/  Basal BRCA1+/
(»<0.05) SUMI1315-BRCA1  Luminal Luminal Benign Benign Benign
Over-Expressed hsa-miR-206 hsa-miR-10b hsa-miR-26a hsa-miR-485-5p hsa-miR-485-5p  hsa-miR-100
(Foldchange>2)  pga-miR-10b hsa-miR-100 hsa-miR-148a
hsa-miR-129-5p hsa-miR-26a hsa-miR-328
hsa-miR-607
Under-Expressed hsa-miR-16 hsa-let-7¢ hsa-miR-15b hsa-let-7b hsa-let-7f hsa-miR-125b
(Fold change <0.5) hga-miR-31 hsa-miR-19a hsa-miR-328 hsa-let-7f hsa-miR-140-5p  hsa-miR-128
hsa-miR-203 hsa-miR-206 hsa-miR-485-5p  hsa-miR-140-5p  hsa-miR-155 hsa-miR-155
hsa-miR-328 hsa-miR-429 hsa-miR-489 hsa-miR-155 hsa-miR-15b hsa-miR-193b
hsa-miR-607 hsa-miR-485-5p  hsa-miR-548c-3p  hsa-miR-193b hsa-miR-210 hsa-miR-195
hsa-miR-613 hsa-miR-497 hsa-miR-26a hsa-miR-25 hsa-miR-199b-3p
hsa-miR-26b hsa-miR-26a hsa-miR-199a-5p
hsa-miR-29¢ hsa-miR-26b hsa-miR-19a
hsa-miR-27a hsa-miR-205
hsa-miR-29¢ hsa-miR-206
hsa-miR-489 hsa-miR-20a
hsa-miR-495 hsa-miR-214
hsa-miR-25
hsa-miR-26a
hsa-miR-26b
hsa-miR-27a
hsa-miR-29a

Bold entries are miRNAs that were found to be differently expressed in at least two subgroups by PCR Array

146a and miR-153. The BRCAI siRNA efficiency was also
tested and found to be sufficient (Fig. S3). Since MCF7 isa
luminal cell lineand MDA-MB-231 atriple-negative cell line,
our data can potentially reveal whether the miRNAs tested
may have a different effect on BRCA! in these two subtypes
of breastcancer.

To determine whether miR-146a affects endogenous
BRCAI expression, we compared the expression level in
MDA-MB-231 and MCF7 cells after transfection with miR-
146a,anti-miR-146aand amock control (transfectionreagent
alone). By doing so, we found that miR-146a does not appear
to regulate the expression of BRCA! (Fig. 2). Next, we tested
the effect of miR-153 onthe expression of BRCA /. Theresults
obtained (Fig. 2) indicate that miR-153 can down-regulate the
expression of BRCAI in MCF7 cells. In contrast, we found
thatin MDA-MB-231 cells miR-153 induced BRCA [ up-reg-
ulation. After miR-10b transfection into MDA-MB-231 and
MCEF7,the BRCA lexpression level was found to be decreased
in both of them (Fig. 2). These results suggest thatmiR-10b
can down-regulate the expression of BRCAI in MDA-MB-
231 and MCF7 cells. After miR-26a transfection into MDA-
MB-231 and MCF7 cells, the expression level of BRCA I was
again found to be decreased in both of them (Fig. 2), indicat-
ing that also miR-26a can down-regulate the expression of
BRCAIin MDA-MB-231 and MCF7 cells.

3.4 EGFR expression is not regulated by miR-146a
inMDA-MB-231and MCF7 cells

Kumaraswamy et al. reported that BRCAI can induce miR-
146a expression which, in turn, can repress EGFR expression
in mammary cells [25]. To determine whether miR-146a can
affect endogenous EGFR expression in our cell lines,
we compared its expression level in MDA-MB-231
and MCF7 cells after transfection with miR-146a, anti-
miR-146a, Tmock (transfection reagent alone) and
siBRCA1 (Fig. S4). After doing so, we found that in
these cell lines miR-146a had no effect on the expres-
sion of EGFR.

3.5 Stimulation and inhibition of cell proliferation
bymiRNAs

To assess the effect of miR-10b, miR-26a, miR146a, anti-
miR-146a and miR-153 on MDA-MB-231 and MCF7 cell
proliferation, the cells were transfected with the respective
(anti-) miRNAs, as also siBRCA1 and Tmock (transfection
reagentalone). InMDA-MB-231 cells, the proliferation assay
(see materials and methods) showed that miR-26a sig-
nificantly stimulated and that miR-146a inhibited prolif-
eration compared to mock-transfected cells. In MCF7
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Fig. 1 Expression of miRNAs in mammary cell lines. (a) miR-10b ex-
pression level, (b) miR-26a expression level, (¢c) miR-146a expression
level and (d) miR-153 expression level. miRNA expression was deter-
mined by qRT-PCR in one benign mammary epithelium cell line
(MCF10a) and nine tumor cell lines (two luminal cell lines: MCF7 and

cells, miR-153, miR-10b and miR-26a significantly

inhibited proliferation compared to mock-transfected
cells (Fig. 3).
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Fig. 2 BRCAI expression after miRNA mimic and miRNA inhibitor
transfection in MDA-MB-231 and MCF7 cells. Expression of BRCA/
was determined by qRT-PCR in MDA-MB-231 and MCF7 cells
transfected with Tmock (transfection reagent only), miR-146a, anti-
miR-146a,miR-153, miR10-bandmiR-26a. BRCA I expression was nor-
malized using 18S
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T47D and seven triple-negative cell lines: MDA-MB-231,
SUM1315MO2, SUM1315-LXSN, SUM1315-BRCA1, MDA-MB-
436,SUM149PTand HCC1937). Expression of miRNA was normalized
using U6. A p-value < 0.05 is considered significant (between triple-
negative and luminal cell lines)

3.6 Differential expression of miR-10b,miR-26a,
miR-146a and miR-153 in TCGA

TCGA was queried for the expression of miR-10b, miR-26a,
miR-146a and miR-153 in different primary breast cancer
tissues. As shown in Fig. 4 the average expression of miR-
153 and miR-10b was found to be significantly lower in triple-
negative tumors (p = 0.00045 and p = 0.00038, respectively)
than in luminal tumors, while the expression of miR-146a was
found to be significantly higher in triple-negative tumors
(p = 0.000005). For miR-26a, the difference in average ex-
pression was not found to be significant in these tumors
(p =0.6234).

4 Discussion

Triple-negative breast cancers, representing ~10 to 15 % of all
human breast cancers, have gained growing interest in recent
years [32]. In addition, the role of microRNAs (miRNAs) in
the epigenetic regulation of many cellular processes has in-
creasingly become recognized as an important way to fine-
tune gene expression [33]. Here, expression profiling,
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Fig. 3 Proliferation assay after siBRCA1, miRNA mimic and inhibitor
transfection in MDA-MB-231 and MCF7 cells. Cells were transfected
with Tmock (transfectionreagent only), siBRCA 1, miR-146a,anti-miR-
146, miR-153, miR-10b and miR-26a. After 48 h, in vitro cell prolifera-
tion was evaluated using CCK-8. The absorbance was determined at
450 nm. All experiments were performed in triplicate
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transfection and in silico assays were performed to identify
potential triple-negative breast cancer miRNA biomarkers,
i.e., miR-10b, miR-26a, miR-146a and miR-153.

We found that miR-10b was higher expressed in triple-
negative breast cancer-derived cell lines compared to luminal
breast cancer-derived cell lines. TCGA data, however, indicated
that the average expression of miR-10b was significantly lower
in triple-negative tumors than in non triple-negative tumors.
O’Day and Lal reported that miR-10b was over-expressed only
in metastatic cancer cells, and was found to promote tumor cell
migration, invasion and metastasis invivo [20]. Whereas miR-
10b has been found to be highly expressed in several human
cancers [34], Biagioni et al. found that miRNA-10b was down-
regulated in tumor tissues compared to their normal matched
counterparts due to hypermethylation of CpG islands upstream
from the miR-10b/10b* locus [35]. We found that miR-10b can
down-regulate the expression of BRCA/ in MDA-MB-231 and
MCEF7 cells. High miR-10b expression may thus be a way to
silence BRCA1 expression in BRCA I wild-type cells. Recently,
it was reported that miR-10b may also play a critical role in
TGF-induced epithelial-mesenchymal transition (EMT) in
breast cancer and, as such, may be considered as a possible
therapeutic target [36]. Moreover, miR-10b was shown to be
able to promote the invasion and metastasis of tumor cells
through post-transcriptional regulation of HOXDI10 [37].
Overall, these results indicate that miR-10b may act as an on-
cogenic miRNA in breast cancer cells. Nevertheless, Biagioni
etal. reported that exogenous miR-10b expression reduced both
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the in vitro and in vivo proliferative capacities of MCF7 and
MDA-MB-468 cells [35]. Our results are compatible with those
of Biagioni et al., as we found that miR-10b significantly
inhibited the proliferation of MCF7 cells (p = 0.006). Thus,
restoration of miR-10b expression may hold a therapeutic
promise for breast cancertreatment.
Another potential biomarker of triple-negative breast cancer
that we identified is miR-26a, and we found that miR-26a can
down-regulate the expression of BRCAI in MDA-MB-231 and
MCEF?7 cells. These results suggest an oncogenic function of this
miRNA in breast cancer. In contrast, Gao et al. reported that miR-
26a could inhibit the proliferation and migration of breast cancer
cells through repression of MCL-1, and that miR-26a could in-
crease the sensitivity of breast cancer cells to paclitaxel [38].
Others found that miR-26a can promote ovarian cancer cell pro-
liferation by targeting ERa [39]. We found that miR-26a signif-
icantly stimulated the proliferation of MDA-MB-231 cells and
inhibited the proliferation of MCF7 cells. We also found that the
average expression of miR-26a was not significantly different
between triple-negative and non triple-negative breast tumors in
the TCGA database. The role of miR-26a thus appears to be
complex and may dependent on the tissue and/or tumor context.
Our cell line and TCGA data analyses show that miR-146a
is significantly over-expressed in triple-negative breastcan-
cers. Similar results were reported by others [18, 25]. Wealso
found that miR-146a does not affect the expression of BRCA /
in MDA-MB-231 and MCF7 cells. In contrast, Gracia et al.
reported that miR-146a can down-regulate the expression of
BRCAI in triple-negative sporadic breast cancers [18]. This
discrepancy may be due to the different cell lines used for the
exogenous expression assays, i.e., Gracia et al. used HeLa
cells and three mammary cell lines (MDA-MB-468, MDA -
MB-157 and MDA-MB-436). Another study reported that
miR-146a can inhibit the invasion and migration of the highly
metastatic human breast cancer cell line MDA-MB-231 [40].
These data are in line with our results showing that miR-146a
caninhibitthe proliferation of MDA-MB-231 cells. Inarecent
study it was hypothesized that BRCA 1 may down-regulate the
expression of the EGFR gene by increasing the miR-146a
level in breast cancer-derived cells (HCC1937) [25]. Our re-
sults are compatible with this hypothesis, as we found an
increase in miR-146a expression in BRCAI wild-type
SUM1315-BRCA1 cells compared to BRCAI mutated
SUM1315-LXSN cells. Wealso found thatexogenous expres-
sion of miR-146a decreased the proliferation of MDA-MB-
231 cells that highly express EGFR, but not in MCF7 cells
that do not express EGFR. qRT-PCR assessment of EGFR
expression in exogenous miR-146a expressing MDA-MB-
231 and MCF7 cells revealed that the EGFR gene was not
significantly regulated by this miRNA. Taken together, these
results suggest a complex feedback regulation between miR-
146a and BRCA 1, which again most likely depends on the
cellular context.
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Using bioinformatic tools, we identified a binding site for
miR-153 in the 3-UTR of BRCAI. Subsequently, we found
that miR-153 can induce BRCAI down-regulation in MCF7
cells and up-regulation in MDA-MB-231 cells. These contra-
dictory results reflect those reported in the literature. On one
hand, Anaya-Ruiz et al. reported that silencing of miR-153
significantly inhibited the growth, reduced the proliferation
and induced apoptosis in the triple-negative sporadic breast
cancer-derivedcelllineMDA-MB-231. Theseresultsindicate
that miR-153 may function as an oncogenic miRNA, whose
deregulation could be involved in the initiation and/or devel-
opment of human breast cancer [41]. In another report, Wu
et al. suggested that miR-153 may play an important role in
promoting the proliferation of human prostate cancer cells
and, as such, may represent a novel mechanism of miRNA-
mediated PTEN silencing in prostate cancer cells [42]. These
data are compatible with our finding that BRCAI up-
regulation by miR-153 had no effect on the proliferation of
MDA-MB-231 cells. On the other hand, Zhao et al. found that
transient transfection of miR-153 into glioblastoma
multiforme stem cells (GBM-SCs) can inhibit their stemness
properties, repress their growth potential and induce apoptosis
[43]. These latter data are consistent with our results in MCF7
cells: although BRCAI was down-regulated by miR-153, it
inhibit proliferation. This difference in response observed be-
tween MDA-MB-231 and MCF7 cells may be explained by
differences in the endogenous levels of miR-153, i.e., higher
in luminal MCF7 cells and lower in triple-negative MDA-
MB-231 cells. TCGA data analysis also indicated that the
average expression of miR-153 is significantly lower in
triple-negative breast cancers. We conclude thatalso the func-
tion of miR-153 is complex, and identifying targets of miR-
153 would be an interesting means to better understand its role
incell proliferationand carcinogenesis-related processes.

In conclusion, we identified miR-10b, miR-26a, miR-146a
and miR-153 as potential triple-negative breast cancer bio-
markers. These miRNAs may be instrumental for the future
design of novel targeted treatment options of these breast can-
cers. This ‘from bench-top to bed-side’ translation remains,
however, challenging [44] and additional research is required
to better understand the function(s) of these miRNAs.
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Résumé

Dans les cancers du sein triple négatif sporadiques, BRCA1 est frequemment inactivé au niveau
transcriptionnel, et il a été rapporté que cette inactivation peut étre réalisée par une méthylation du
promoteur. Plus récemment, il a été constaté que BRCAT peut également étre régulée au niveau post-
transcriptionnel parles microARNs. L'accumulation de preuves indique que les miARNs ont un réle
causal dans la tumorigenése. Nos travaux se sont axés sur I'étude de I'expression et des fonctions des
microARN in vitro, in silico et ex vivo.

Basé sur nos résultats de profilage de I'expression, quatre miARN candidats (miR-10b, miR-26a, miR-
146a et miR-153) ont été choisis comme étant potentiellement impliqués dans le développement du
cancer du sein triple négatif. Des essais d'expression exogénes ont révélé que miR-10b et miR-26a,
mais pas miR-146a, peuvent réguler négativement I'expression du géne BRCA1 dans les cellules
cancéreuses triple négatif MDA-MB-231 et luminales MCF7, alors que miR-153 pourrait réguler
négativement I'expression du géne BRCA1 uniquement dans les cellules MCF7. L'analyse in silico des
données de Cancer Genome Atlas (TCGA) a confirmé que miR-146a est significativement plus exprimé
dans les tumeurs du sein triple négatif par rapport & d'autres tumeurs (non triple négatif) mammaires.
L’étude ex vivo amontré que le niveau éléve d’expression de miR-146a et de miR-26 est associé a
I'absence des métastases ganglionnaires dans le cancer du sein triple négatif. Aussi une corrélation
entre I'expression de 4 miARNs est révélée permettant l'identification de différentes voies de
signalisations impliquées dans le cancerdu sein triple negatif.

Nos travaux fournissent des preuves de l'implication des miARNs spécifiques comme des biomarqueurs
potentiels dans le développementdu cancer de sein triple négatif.

Mots clés: miARNSs, Cellules/Tissus humaines du cancer du sein triple négatif, BRCA1, Régulation.

Abstract

In sporadic triple-negative breast cancers BRCA1 is frequently inactivated at the transcriptionallevel,
and it has been reported that this inactivation may be brought about by promoter methylation. More
recently, it was found that BRCA1 may also be regulated at the post-transcriptional level by miRNAs.
Accumulating evidence indicates that miRNAs have a causal role in tumorigenesis. Our work focused
on the study of microRNAs expression and functions in vitro, in silico and ex vivo.

Based on our expression profiling results, four candidate miRNAs (miR-10b, miR-26a, miR-146a and
miR-153) were selected as being potentially involved in triple-negative breast cancer development.
Exogenous expression assays revealed that miR-10b and miR-26a, but not miR-146a, can down-
regulate the expression of BRCA1 in both triple-negative MDA-MB-231 and luminal epithelial MCF7
breast cancer-derived cells, whereas miR-153 could down-regulate BRCA1 expression only inMCF7
cells. In silico analysis of The Cancer Genome Atlas (TCGA) data confirmed that miR-146a is
significantly higher expressed in triple-negative breast tumors compared to other (non triple-negative)
breast tumors.

The ex vivo study showed that the high level expression of miR-146a and miR-26 is associated with the
absence of lymph node metastasis in triple negative breast cancer. Also a correlation between the
expression of the 4 miRNAs was revealed, allowing the identification of different signaling pathways
involved in the triple negative breast cancer.

Our work provides evidence of the involvement of specific miRNAs as potential biomarkers in breast
cancer triple negative development.

keywords: MicroRNAs, human triple-negative breast cancer cells/tissus, BRCA1, Regulation.



