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Résumé :

La progression naturelle des tumeurs consiste en axtension locale, puis a distance
(métastase) par migration de cellules dans le safg lymphe vers des sites secondaires. |l
est donc primordial de pouvoir détecter des cedltdenorales circulantes en plus de I'analyse
morphologiqueet de I'immunocytochimie. De plus, deux technolsgieytométrie en flux et
RT-PCR quantitative en temps réel) sont adaptées poe analyse automatisée, rapide et
sensible d’'une trés faible quantité de cellules.

Le butde notre travail a été de mettre au point des syesgtade détection pour I'identification
de cellules cancéreuses dans les épanchementenpérik et dans le sang. L'étude des
biomarqueurs moléculaires apparait comme une approomplémentaire intéressante pour
améliorer l'efficacité du diagnostic dans ce typécldantillons biologiques. Nous nous
sommes intéressés a la mise en évidence de nouwggxieurs tumoraux qui pourront étre
utilisés pour le diagnostic précoce et le pronosés cancers en utilisant les nouvelles
techniques de biologie moléculaire. Il est probalple I'utilisation de multiples marqueurs
moléculaires puisse permettre d’évoquer plus @aidirement certains types de cancers.
Nous avons pu mettre en place une technique de R@Rtitative en temps réel, nettement
plus sensible que la cytologie classique, et ncosisappliqué cette technique a I'étude de
marqueurs tumoraux dans les liquides d’épanchenmmaais aussi dans le sang pour

rechercher et doser 'ARN messager.

Nos résultats montrent que la cytométrie en fluapagle a des lignées cellulaires ne I'est pas
pour des prélevements cliniques. Par la PCR gadtingt il a été possible de quantifier le
niveau d’expression des marqueurs tumoraux étuaiégtilisant des plasmides de référence
qui ont été préparés pour chaque géne.

Plusieurs marqueurs permettent de différencieegaschements malins et des épanchements
bénins, mais surtout les antigenes CLDN4 et Ep-C&Ment significativement plus élevés
(68% et 57%, respectivement) chez les patients @wanchements malins. L'ARN messager
circulant de la CLDN4 était détectable et signiieament plus élevée dans les sérums de
patients atteints de cancer du sein (64% p<0,05).

Les résultats indiquent que [l'utilisation d'une bomison de marqueurs comportant la
claudine 4 est plus susceptible de détecter dedeemalignes et d'étre utiles pour le suivi de

patients
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Summary

Multicentric study of new molecular tumor markers in the peritoneal effusions and in
the blood: analysis using quantitative real-time RTPCR.

The natural progression of tumors is a local extensand remotely (metastasis) by migrating
cells in the blood and the lymph to secondary siteds therefore essential to detect
circulating tumor cells in addition to morpholodi@nalysis and immunocytochemistry. In
addition, two technologies (flow cytometry and RTHR in real time) are suitable for a rapid
and sensitive automated analysis of a very smalhtity of cells.

The aim of our work was to develop detection systdaon identification of cancer cells in
peritoneal effusions and blood. The study of mdecbiomarkers appears as an attractive
complementary approach to improve the efficiencydiaignosis in this type of biological
samples. We are interested in the identificatiomefv tumor markers that can be used for
early diagnosis and prognosis of cancer using remliniques of molecular biology. It is
likely that the use of multiple molecular markeenchelp to raise some specific types of
cancers.

We were able to develop a quantitative PCR teclmigureal time, significantly more
sensitive than conventional cytology, and we aplpti@s technique to the study of tumor

markers in effusions, but also in blood for detegtmessenger RNA.

Our results show that flow cytometry well-adaptedcell lines, is not unusable for clinical
specimens. For quantitative PCR, it was possiblguantify the expression levels of tumor

markers using reference plasmids prepared for gewé.

Several markers can differentiate malignant andgoeeffusions, but especially CLDN4 and
Ep-CAM antigens were significantly higher (68% abif% respectively) in patients with

malignant effusions.

The circulating CLDN4 mRNA was detectable and digantly higher in the sera of patients
with breast cancer (64% p <0.05).
The results indicate that using a combination ofkeis including claudin 4 is more likely to

detect malignant cells and be useful for monitopagents.
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INTRODUCTION



De nombreux cancers s’accompagnent d’épanchemealimsmlLa détection de cellules
tumorales dans les épanchements est encore manabdeeuse, opérateur-dépendante, peu
sensible (60-70%) et peu spécifique, et elle paseeiement des difficultés d’interprétation
au cytopathologiste. En cas de malignité, il esiartant de définir le type de la tumeur afin
d'orienter rapidement la stratégie diagnostiqueéhétapeutique. Dans les épanchements
inflammatoires pauvres en cellules malignes, callesont difficilement détectables au milieu
du grand nombre de cellules mésothéliales et deaphages.

Afin d’améliorer l'efficacité de la détection et diiagnostic tumoral, d’autres méthodes
complémentaires sont nécessaires pour augmergensibilité de la cytologie.

Les épanchements fournissent un matériel de quaiié les tests moléculaires. Cependant,
les marqueurs disponibles sont extrémement limités.

L’identification précise des biomarqueurs peut ioftte nouvelles voies pour la détection
précoce du cancer et pour |'évaluation du risqéeautivité.

Nous nous sommes intéressés a deux techniqueseadtiale de cellules.

La cytométrie en flux permet une analyse rapid@liénotype malin (1000 cells/sec), cellule
a cellule, quantitative et multiparamétrique. Edist utilisée de facon extensive pour les
leucocytes, normaux ou tumoraux. Par contre, dletr@s peu utilisée pour les tumeurs
solides.

La cytométrie est basée sur la détection de margueauplés a des fluorochromes. De
nombreux anticorps existent pour les leucocytesiplés avec plusieurs fluorochromes
permettant plusieurs combinaisons. Il a ainsi ésipble de définir de nombreux phénotypes
cellulaires de significations différentes.

La cytométrie en flux est une technique qui permhetcaractériser quantitativement les
cellules tumorales a partir de plusieurs paramétoesbinés. Cependant, les rares anticorps
spécifiques de marqueurs tumoraux disponibles, remaiment validés en cytométrie et encore
plus rarement couplés a des fluorochromes.

La biologie moléculaire par RT-PCR quantitative 'mps réel permet une détection
extrémement sensible des transcrits de genes.dieseltes techniques de PCR quantitatives
permettent de mesurer le niveau d’expression deraascrits. Actuellement, la technique de
« real-time quantitative PCR » est la plus pronustepour accroitre la spécificité et la

sensibilité de la détection des transcrits ARNm.

L’analyse de I'expression génique repose sur laotion des ARN messagers extrémement
fragile. L'ARNmM est extrait des cellules, transett ADN complémentaire (ADNc) par une
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réaction de transcription inverse et amplifié dgofaexponentielle par PCR. La quantité de
produits de PCR est mesurée, en utilisant un amggatcalant fluorescent ou une sonde
d’hybridation spécifique couplée a un fluorochrore.niveau de fluorescence est détecté en
temps réel pendant le déroulement de la réactiemiteau de fluorescence visible a I'écran
est directement proportionnel, de facon expondetié la quantité d'ADNc initiale. Le

nombre minimum de cycles requis pour obtenir uréssance linéaire de fluorescence est

une relation logarithmique avec la concentratiotiale en ADNCc.

La qualité de I'ARNm extrait du prélevement esidéd par I'analyse de genes exprimés de
facon ubiquitaire (genes domestiques) avec un nidéxpression comparable dans toutes les
cellules, telles que I#-actine, la GAPDH ou la phospho-protéine ribosomatéde Po
(RPLPO). La quantité relative d'ADNc spécifique rdgepteur est généralement rapportée a
la quantité d'ADNc d'un de ces genes domestiques.

Mon travail de these a consisté a développer uoenigue (RT-PCR) pour I'étude des
marqueurs tumoraux dans les épanchements malidanstle sérum de patients atteints de
cancers du sein. Les résultats de ces tests maie=ilont ensuite été comparés avec les

données cliniques.

L’identification et 'amplification des ARNm libredans le sérum ou le plasma pourrait étre
une nouvelle approche pour améliorer les outilssitpies d'identification des maladies et

peut étre un marqueur intéressant pour la déteptidcoce des cellules cancéreuses.
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CHAPITRE | : Le péritoine et les épanchements péritonéaux

| - Le péritoine et la cavité péritonéale

Le péritoine est une membrane séreuse conffatraée par une couche simple de cellules
épithéliales), qui tapisseentierement les parois de la cavité abdomino-pehgeet ses
visceres (figure 1)et qui enveloppe en totalité ou en partie les cggagui y sont contenus,
c’est a dire I'appareil digestif et les organesiggnx féminins. Il comprend 2 feuillets en
continuité lI'un avec l'autre (cette précision egpaortante pour bien comprendre ce qu'est un
organe rétropéritonéal, peritonisé et intrapériapne

Le péritoine viscéral (qui tapisse l'extériglas organes).

Le péritoine pariétal (qui tapisse la face imte des parois de I'abdomen).

Péritoine

Cavité

péritonéale

Catheter

Figure 1: Le péritoine et la cavité péritonéale

I.1 — La structure du péritoine

- Les membranes séreuses sont constituées par soth@éumreposant sur une couche de
tissu conjonctif.

- L’'ensemble repose sur un tissu sous-séreux goherminaisons nerveuses et en vaisseaux

sanguins et lymphatiques (figure 2).
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Figure 2 : La structure du péritoine

I.1.1 — Le feuillet viscéral

Ce feuillet tapisse la face superficielle des défds visceres abdominaux (figure 3).

Figure 3 : Le feuillet viscéral
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1.1.2 — Le feuillet pariétal

Le feuillet pariétal tapisse la face profonde decdaité abdominopelvienne (figure 4). lI
distingue :

» une partie diaphragmatique

» une partie antérieure

» une partie postérieure

» une partie pelvienne
Le péritoine pariétal antérieur : Il tapisse lagfantéro-latérale de I'abdomen.

Figure 4 : Le feuillet pariétal

Le péritoine pariétal postérieur tapisse la patmaminale postérieure, mais il est séparé
d’'elle par un espace rétro-péritonéal ou se trouves organes rétro-péritonéaux (gros
vaisseaux, appareil urinaire).
[.2 — L’anatomie fonctionnelle
Le péritoine a plusieurs fonctions telles que naiirtles organes en place afin qu'ils ne se

précipitent pas vers le bassin ou bougent avearlesvements de lindividu, servir de
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structure porteuse aux vaisseaux et nerfs des esgaassurer le glissement harmonieux des
visceres grace a une mince lame lubrifiante quiitient. Ce liquide péritonéal existe en

guantité minime chez le sujet sain.

1.2.1 - La membrane séreuse, organe mécanique
C’est un véritable espace de glissement, cet esgetoeprésenté par la cavité lubrifiée par
une faible quantité de liquide.
» La disparition pathologique de cet espace (adhésendectieuses ou épanchements
importants) compromet le fonctionnement normalwsseres recouverts.

» Par les mésos et les ligaments, elle constituendgens de fixité des visceres.

1.2.2 - La membrane séreuse, organe de résorption
C’est une membrane dont les facultés de résorptahremarquables.
» Cette faculté d’absorption est mise a profit ertipalier pour I'absorption de certains

médicaments.

1.2.3 - La membrane séreuse, organe de défense
Elle assure la défense des organes contre les-arigemismes (microbes) grace a I'existence

de nombreuses cellules histiocytaires et lympha®ga

[.3 - La cavité péritonéale

Cette cavité est théoriquement vide a I'exceptiamel fine couche liquidienne qui permet

aux surfaces séreuses de rester humides. Le dicpédtonéal provient de deux sources
principales : un trans-sudat d’origine plasmatigtiechez la femme, un ex-sudat d’origine
ovarienne (par exemple, lors de I'ovulation). Lasres sources du liquide péritonéal incluent
les sécrétions macrophagiques et, chez la femmesderétions tubaires, les menstruations
rétrogradegOral E 1996 .

Il - Les épanchements péritonéaux
L’ascite est un épanchement liquidien intra-abd@inin

[I.1 - Les cellules des épanchements péritonéaux
Le liquide péritonéal (ascite) contient une grandeété de cellules a I'état libre dont les

cellules mésothéliales desquamées a partir de lmbname péritonéale et des cellules
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immunitaires : macrophages, cellules NK, lymphosytepolynucléaires, mastocytes.
Normalement, les macrophages sont les cellulegllssabondantes, autour de 85 HN
1997 tandis que les lymphocytes représentent 20 a 3@%4cdllules du liquide péritoneal
(Oosterlynck DJ 1992 L'ascite est le témoin d'une inflammation du tpéme ou d'une

localisation tumorale.

Le diagnostic précoce d'invasion péritonéale esciat pour la survie du patient car le
traitement peut étre adapté a la tumeur primitibaséan R 2006; Fukumoto Y 2006; Koppe
MJ 2009. Le diagnostic peut étre particulierement utilegldes formes tres précoces, (ex
bilan per-opératoire de résection tumorale) ourl@so-invasions sont recherchées par lavage
du résidu péritonégfamura N 2007; Wang JY 2005

[I.2 — Les étiologies des épanchements péritonéaux
L'ascite est alors le témoin d'une localisationdrate ou d'une inflammation du péritoine.

Les étiologies principales sont :

I1.2.1 —Les ascites inflammatoires
Elle est le plus souvent secondaire a une tubeseufienitale ou caecale. La cirrhose fait
partie des maladies hépatiques que I'on retroupduke frequemment (80%) a l'origine de la
survenue d'ascite. Il s'agit avant tout de la malattoolique, de I'hépatite virale B ou C et de

I'népatite médicamenteuse. Les autres variétégrth@se sont moins souvent mises en cause.

I1.2.2 — Les ascites des maladies cardiaques
C'est la conséquence d'une élévation de la pres®imeuse centrale entrainant une stase
veineuse a partir des cavités droites. L'insuffisatle fonctionnement de la pompe cardiaque
proprement dite (insuffisance cardiaque), secondant a I'existence d'un blocage de la

circulation sanguine au niveau du foie, est unecdeses extrapéritonéales de l'ascite.

I1.2.3 — Les ascites néoplasiques
Les ascites provoqués par une tumeur maligne gunelent a 10 % des cas d’ascites et
peuvent étre entrainées par divers types de tumeurs
Elles peuvent survenir dans le contexte des ramegurs primitives du péritoine (carcinome
séreux, tumeur desmoplastique a petites cellulssmmocarcinome, mésothéliome et
pseudomyxome) ou dans le cadre de métastasesveesadi tumeurs a distance : les plus

fréequentes sont les cancers de l'ovaire, dexers digestifs (estomac, colon, pancréas) et
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les cancers hépatiques. Les carcinoses péritonéaddastatiques représentent 6 000 cas

annuels en France.

[1.2.4 — Les causes exceptionnelles
- Mésothéliome (acide hyaluronique augmenté daliguale)
- Hypothyroidie
- Insuffisance rénale terminale (dyalisés)
- Gastroentérite a €éosinophiles (riche en éosinephi
- Syndrome de Demons-Meigs (associé a une tumeuireowe)
- Maladie gélatineuse du péritoine (associée awmeur mucineuse)
- Ascite urineuse (plaies chirurgicales ou traumqeds des uretéres): diagnostic par

I'opacification des voies urinaires.
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CHAPITRE Il : Le diagnostic d'un épanchement péritonéal malin

| - La détection des cellules tumorales

La détection et l'identification des cellules malgg primitives ou métastatiques représentent
les objectifs principaux de I'examen cytologiques degpanchements. La cytologie est la
technique standard la plus utilisée mais sa sditéiblest que de 60 % pour la détection des

cellules malignes.

Dans des situations complexes, telles que le d&gn différentiel entre hyperplasie
mésothéliale et tumeurs malignes (métastases, hédismbhes) ou entre réaction
lymphocytaire et lymphome, ou du diagnostic desnépaments inflammatoires pauvres en
cellules malignes, il est difficile d'identifier e précision les cellules malignes. Les cellules
malignes sont difficilement détectables au milieugdand nombre de cellules mésothéliales
et de macrophages dans les effusions. De plugeledes mésothéliales ont la particularité
d’étre fortement activées dans les épanchemengsicentraine une hyperprolifération et des
changements nucléaires et cytoplasmiques qui peugsnfaire ressembler a des cellules
malignes Davidson B 199pP Les critéres cyto-morphologiques sont parfogiffisants pour
porter avec certitude un diagnostic. Dans ce eadidgnostic cytologique peut étre complété
par une étude immunocytochimique. L'examen morgiglee sur lame aprés coloration de
Papanicolaou et de May Grunwald Giemsa permet ddte repérer les cellules suspectes
ou franchement malignes et l'utilisation d'anticospécifiques de divers marqueurs peut aider
ensuite a mieux caractériser ces cellules maie tathnique reste peu sensible.

D'autres techniques complémentaires peuvent égesngén ceuvre (microscopie électronique,
cytométrie de flux...).

Cette étape diagnostique nécessite finalemenuke guvent un geste invasif pour permettre
une étude anatomopathologique aprés cytoponcticmufa@mée ou méme biopsie chirurgicale
sous laparoscopie. La présence éventuelle de ceguewas tumoraux dans les cellules
tumorales circulantes ou méme dans le plasma dierplt beaucoup le diagnostic.

Nous souhaitons développer la technique de PCRitptare en temps réglour I'étude des
marqueurs tumoraux dans les épanchements malit@nstle sang qui reste peu utilisée en
routine car difficile @ mettre en place. Nous poung alors comparer nos résultats avec les

données cliniques.
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I.1 — Les caractéristiques des cellules tumorales

Les cellules tumorales sont caractérisées par deslifioations de I'homéostasie :
augmentation de la prolifération, baisse de I'apspt perte de capacité d’organisation
tissulaire, tendance a la migration et a l'invadigsulaire. De plus, une faible proportion de
ces cellules peut migrer dans les liquides biologgqqui drainent la tumeur : sang, lymphe,
épanchement inflammatoire. Les cellules migran@svent essaimer dans les ganglions ou
d’autres sites tissulaires et éventuellement d@ypelo des tumeurs filles (métastases).e
processus carcinogene s'accompagne de troublesa diuplication génomique avec de
nombreuses erreurs, dabord au niveau g@génique @S niveau macroscopigue
(chromosomique). Les anomalies génomiques s’accongra d’expression inhabituelle de
marqueurs. Une protéine anormale peut étre préselatesurface de la cellule sans étre une
oncoprotéine car le nombre de génes mutés suslesptle conduire au développement de
cancers est plus important que prévu. En fait,td dés mutations « driver » conduisant aux
cancers, tous les types de cellules présentencbepplus de mutations « passengers » qui
sont exprimées transitoiremenGreenman C 2007 Enfin, il est également possible
d’observer des marquages aberrants de glycoprstémigituellement exprimées par d’autres
types tissulaires. Ces variations d’expression été& bien documentées dans une
bibliographie riche, en immuno-histochimie.

Du point de vue morphologique, les cellules tunmesaprésentent des atypies avec
augmentation de leur taille, composition de leuntenu cytoplasmique et taille relative de
leur noyau.

Dans le contexte de cancer, les cellules tumorsdgd toujours associées a des cellules
inflammatoires, parfois majoritaires, notamment ddes épanchements péritonéaux. Ces
cellules doivent donc étre distinguées des celldlesigine épithéliale. Contrairement aux

cellules épithéliales, toutes les cellules inflartoiras expriment le CD45 et pas I'Ep-CAM.

.2 — La détection des cellules mésothéliales

Les cellules mésothéliales d’origine mésenchymategsprésentent pas de marqueurs de la
lignée hématopoiétique (CD45) contrairement aux plyomes. La cytokératine est
généralement positive. Si 'TEMA et la vimentine pent étre positifs, les autres marqueurs

épithéliaux (ESA, HEA, EGP-2) sont toujours négatiPar contre elles semblent étre
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reconnues par des anticorps monoclonaux spécifitdB&EM-1) et par les anticorps anti-
thrombomodulindNance KV 1991 ; Manning LS 1991

[.3 - Les immuno-marquages des cellules tumorales

L'identification des cellules peut bénéficier dedétection de marqueurs a la surface de la
membrane ou dans le cytoplasme de ces cell#és-Fanabiere C 2005 Ce sont des
antigenes résultants de mutation ou des antigenesx@imés ou des antigenes avec
modification post-traductionnelles. Quelques ampso sont disponibles pour la
caractérisation des cellules épithéliales. lls étdt validés pour les techniques d'immuno-
histologie. Certains sont plus spécifiques de tumaligestives (CA19.9, ACE, Villine..),
d’autres de tumeurs d’origine ovarienne (CA125@mammaire (CA 15.3). Toutes les cellules
d’origine épithéliale expriment des marqueurs comsna ce type tissulaire : Epithelial cell
adhesion molecule (Ep-CAM), human epithelial aamigHEA) ou encore Epithelial related
antigen (ERA).

Plusieurs autres marqueurs immunohistochimiques évét utilisés pour différencier les
tumeurs primaires. CDX2 et le facteur de transimiptde la thyroide 1 (TTF-1) sont
considérées comme des marqueurs sensibles poundercde I'adénocarcinome colorectal et
pulmonaire. La combinaison de I'expression de odtatine (CK7 et CK20) est aussi utile
pour le diagnostic des différentes origines deéhadarcinome. MUC2, MUC5AC, SMADA4,
le récepteur des cestrogenes (ER), et le Grosscystease Fluid Protein 1&CDFP-15)
ont été détectés dans différents adénocarcinoGegy(Yun Park MD 200.7

[.4 — Les principaux marqueurs des cellules tumoras

Un marqueur tumoral peut étre défini comme une ouddé modifiée qualitativement ou

quantitativement dans les cellules cancéreusede @ablécule peut étre de I'ADN, de

'ARNmM et surtout une protéine. Ces marqueurs tamerpeuvent étre exprimés dans
différents cancers ou étre spécifiques d’'une oeigissulaire précise (tableaul).

Nous nous attacherons principalement a décriremlasjueurs tumoraux spécifiques des
tumeurs d’origine épithéliales.

Les marqueurs tumoraux cités sont limités a ceudié dans le cadre de nos études.
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Tableau 1 : Récapitulatif des principaux marqueursutilisés en clinique

TYPE DE MARQUEUR

NOM DE MARQUEUR

PATHOLOGIE
UTILISABLE
- TUMEURS DU COLON ET DU Antigéne Carcino-Embryonnaire
RECTUM ACE - CA19-9 Cancer Antigen 19-9
- TUMEURS DE L'ESTOMAC ET Antigéne Carcino-Embryonnaire
DU PANCREAS ACE - CA19-9 Cancer Antigen 19-9
Antigéne Carcino-Embryonnaire
- TUMEURS DU SEIN ACE — CA15-3 Carbohydrate Antigen ou Cance
Antigen 15-3
Antigéne Spécifique de la Prostate
- TUMEURS DE LA PROSTATE PSA - PAP - Phosphatase Acide Prostatique
Cancer Antigen 125 - Antigen
- TUMEURS DE L'OVAIRE CA125 - ACE Carcino-Embryonnaire
- TUMEURS DE L'APPAREIL DE
REPRODUCTION
Tumeurs du testicule AFP Alphafoetoprotéine
Tumeurs germinales de l'ovaire PHCG Beta-Hormone Chorionique
Gonadotrope
Tumeurs placentaires BHCG
- TUMEURS BRONCHIQUES
PRIMITIVES
Adénocarcinomes ACE Antigéne Carcino-Embryonnaire
Cancers a petites cellules NSE Neurone Spécifique Enolase
Cancers épidermoides Cyfra 21-1 Cytokératine 19 fragment antigen
21-1
scc Squamous Cell Carcinoma
TUMEURS DU FOIE AFP Alphafoetoprotéine
- TUMEURS DE LA THYROIDE
TCT - ACE Thyro-Calcitonine - Antigéne

Cancer médullaire de la thyroide

Epithélioma cellulaire de la thyroide

Thyroglobuline

Carcino-Embryonnaire

- MYELOME MULTIPLE

Immunoglobulines

Beta 2
Microglobulines

- TUMEURS ORL

Antigéne SCC

Squamous Cell Carcinoma

- TUMEURS INFILTRANTES DE
LA VESSIE

TPA

Tissue Polypeptide Antigen
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[.4.1- L’Epithelial Cell Adhesion Molecule (Ep-CAM

Structure et fonction

La molécule a d'abord été appelée par des non&atits tels que EGP40, CO17-1A, KSAl1/
4, ESA, GA733-2, MOC31, Ber-EP4AMnter MJ 2003

L’Ep-CAM est une protéine transmembranaire condéitde 314 acides aminés, codée par le
gene GA733-2.Winter MJ 2003 ; Kun-he Zhang 1 20Q0% est composé d'un domaine
extracellulaire contenant deux molécules de factiucroissance épidermique (EGF) et un
court domaine intracellulaire contenant 26 acidesmés dans lequel deux sites de liaison a
I'actinine sont présents pour établir une liaisarecale cytosquelette d'actine (figure 5)
(Balzar M 1998 ; Osta WA 2004; Winter MJ 2003
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Figure 5: Sructure de I'antigene Ep-CAMd aprésManon, J Am J. Pathol. 20p3

SP : peptide signal ; EGF, EGF-like domain ; TMansmembranaire. Les chiffres indiquent

les résidus d'acides aminés délimitant les régions.
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Il a été montré qu’'Ep-CAM a des activités variéasfgvorisent la progression du cancer et
des métastases.

La fonction biologique de l'antigene Ep-CAM, si toles domaines sont présents, est
d’inhiber puissamment les cathepsines, la familes dystéines protéases fréquemment
produites par les cellules tumorales et connues gtne impliquée dans les métastases
(Baeuerle PA 2007

Ep-CAM joue un réle dans l'adhésion, la signalisgtla prolifération, la migration et la
différenciation cellulairesTrzpis M 2007 ; Baeuerle PA 2007Son expression accrue est
étroitement associée a une prolifération cellujdagorisant 'adhérence cellule-cellule. Les
cellules épithéliales humaines exprimant Ep-CAMuigent leur dépendance aux facteurs de
croissance et augmentent leur métabolisme et lmdion de colonies. Linhibition de
I'expression d’Ep-CAM par un mRNA anti-sens rédaitprolifération et le métabolisme des
cellules cancéreuses humaines. Le domaine inthalaiet est essentiel pour cet effélunz

M 2005. Les études en cours recherchent le réle d’Ep-CAMroe inhibiteur des protéases
liées aux membranes, une fonction qui peut seryprodeger les cellules tumorales de leurs
propres cathepsines sécrétées durant les métaftaseisC 2003) Bien qu’habituellement,
ce soit une molécule pro-adhésive, dans le canpe€AM peut fonctionner comme un
antagoniste de la E-cadhérine par la rupture diaiton alpha-caténine/F-actine et altérer les
adhésions étroites cellules-cellul&simidt DS 2004

Spécificité tumorale

L’antigéne Ep-CAM a été identifié comme un antigéspé&cifigue de tumeur exprimé a la
surface basolatérale de presque tous les épith&linéoplasiquesB@lzar M, 1999, a
I'exception des épithéliums squame(iitvinov SV 1994; Litvinov SV 1994; De Boer CJ
1999. L’'antigene Ep-CAM est considéré comme un marquees dtats précancéreux.
(Litvinov SV 199§ Des lésions dysplasiques du c6lon ont montré lkexguession d'Ep-CAM
sur la membrane basolatérale mais également apiealeellules.

Ep-CAM apparait donc comme un marqueur des cellathéliales tres utile pour les
examens pathologiques et peut maintenant étre dg@méscomme l'un des antigenes les plus
fortement exprimés par les tumeurs épithéliales.

Ep-CAM est impliquée dans l'adhésion cellulaireaeété la cible de traitement par des
anticorps dans plusieurs essais cliniques. Pouluévda valeur de I'antigene Ep-CAM

comme une nouvelle cible thérapeutique du cancesetiy des études ont été effectuées par
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RT-PCR en temps réel afin de quantifier le nivdaxpression de 'ARNm d’Ep-CAM dans
les tissus mammaires normaux, les tumeurs primairdss cancers du sein métastatiques.
Ces études suggérent une valeur pronostique deCARp qui est surexprimée 100 - 1000
fois dans les tissus des tumeurs primaires et taéitases du seinQimino A 2003 Des
études récentes en immunohistochimie, analysantédbantillons provenant de patients
atteints de cancer du sein, de prostate, des gyate poumon, du coélon, du rein et de
I'estomac, ont montré l'utilité potentielle de "'EAM comme cible d'immunothérapie pour

le traitement des cancers les plus fréquents dhemnine Epizzo G 2006 ; Spizzo G 2004
1.4.2 - L’Antigéne CarcinoEmbryonnaire (ACE)

Structure et fonction

L’Antigene CarcinoEmbryonnaire (ACE) est une glyaipine de masse moléculaire de 180-
200 kDa comprenant 60% de glucides. Il appartidat superfamille des immunoglobulines.
L’ACE est un des marqueurs tumoraux les plus ascieomportant 7 domaines
extracellulaires dont un domaine N-terminal de &AGRles aminés homologues au domaine
variable de l'immunoglobuline (IgV-like) et les sotomaines homologues au domaine
constant de l'immunoglobuline (IgC-likeJi{fompson JA 1991; Hinoda Y 1990 ; Thomas P
1990).

La famille de 'ACE comprend 29 genes, dont 18tsexprimés, 7 appartenant au sous-
groupe de I'ACE et 11 au sous-groupe des glycopreséspécifiques. L’ACE est attaché a la
membrane cellulaire par du glycosyl phosphatidyited et est probablement libéré sous
forme soluble par une phospholipase C ou phospds#io Duffy MJ 2001 ; Hammarstrom
S 1999.

L’ACE est l'un des marqueurs tumoraux les plus médpa et certainement le plus
frequemment utilisé sous forme protéique comme uo®am dans les cancers gastro-
intestinaux, en particulier dans le cancer colae(®oldstein MJ 200p et d’autres tel le
cancer du sein, de l'ovaire et de la prostdathelin C 2009. Plusieurs membres du sous-
groupe de I'ACE possédent des propriétés d'adhé&sttinlaire et le membre principal, la
glycoprotéine biliaire, semble jouer un role daagdgulation de la transduction du signal,
éventuellement en association avec d'autres soo®mmes de la famille de ['ACE
(Hammarstrom S 1999

Il a été suggéré que I'ACE pourrait agir comme muécule d'adhérence. Des modifications
dans l'adhérence cellulaire étant impliquées desisriétastases, il a été suggargitro que
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'ACE peut jouer un rdle dans ces processus. Bjea les donnéem vitro impliquent
I'antigéne ACE dans I'adhérence cellulaia(nmarstrom S 1999; Thompson JA 1991; Duffy
MJ 2002, sa localisation a la surface apicale des eny&sanatures du célon humain normal
est difficile a concilier avec ce role. D'autretpdra été suggéré que I'ACE peut jouer un role
dans la protection du coélon contre les infectionsrobiennes, peut-étre en se liant et en

piégeant des micro-organismniegectieux.

Spécificité tumorale

L’antigéne ACE est présent dans lintestin, leefdie pancréas d’embryons ou de foetus
humains au cours des deux premiers mois de gress¢ssst absent dans des tissus sains
adultes. Il est généralement présent dans la plulesr adénocarcinomes tels ceux du tube
digestif, le sein, le poumon mais pas dans leserardu rein, de la thyroide, de la prostate, de
I'ovaire, du mésothéliome, des lymphomes ni du maiae. Il est présent a des taux trés
faibles dans la muqueuse du colon et dans la glamalemaire, et est détectable dans le
sérum de sujets sains en particulier chez les fsneltARNmM ACE a été détecté dans le
lavage péritonéal de patients atteints de cancrigae(Zhang YS 2006

Il a été suggéré que la surexpression de I'ACE tmssarcinomes pouvait interférer avec la
différenciation cellulaire. En effet, 'expressiestopique de 'ACE dans des myoblastes de
rat bloque leur différenciatioftidelman FJ 1998 Une autre étude a montré que I'expression
ectopique de I'ACE dans des cellules de mélanomeisait la surexpression de MUC18 et la
diminution de I'expression de N-CAM, associé adfaisition du pouvoir métastatique.

Ainsi, l'antigene ACE est présent dans le plasmalde de 80% des cancers colorectaux
métastatiques et environ 50% des non métastatiueplus, 'ACE peut étre détecté dans
12% des cancers du sein non métastatiques et 88%a dans des cancers en phase
métastatique. L’élévation d’ACE sérique est coeé&eéla progression tumoraleufnachi F
2004 ; Jung M 2009

[.4.3 - Les Claudines (CLDN)

Structure et fonction

Les claudines (CLDN), beaucoup moins étudiées, méot une famille d'environ 24
molécules d’adhésion impliguées dans la formaties pbnctions serrées par les cellules
épithéliales(Tsukita S 2000afsukita S 2000b; Lim TS 2008; Krause G 200 les ont

guatre domaines transmembranaires, les partiesriNAgle et C-terminale dans le
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cytoplasme (figure 6). Elles jouent un role danedetréle du flux de molécules dans l'espace
intercellulaire entre les cellules épithélialekts sont trés importantes dans I'établissement
de la barriere paracellulai(e'sukita S 2000b ; Kramer F 2000 ; Hewitt KJ 206

La combinaison des différents types de claudinBstérieur du tissu pourrait déterminer la
sélectivité et la force des jonctions serrées.

Indépendamment de leurs fonctions précises danscédisles cancéreuses, l'absence
d’expression des claudines dans les cellules cansés entraine la perte de I'adhérence de
ces cellules, une progression des cellules versarne métastatique, 'augmentation de leur

pouvoir d’invasion et I'absence de différenciataes cellules cancéreuses.

Extracellular Loops:

Site of interaction for

potential therapeutic antibodies
or CPE (for claudin-3 and -4]
EXTRACELLULAR e )
SPACE

CYTOPLASM Site of

phosphorylation
and interaction

with signaling
molecules

Cancer Research Reviews AR

PDZ interacting domain

Figure 6: Structure membranaire des claudines. (d’apr®torin PJ, Cancer Res 2005

Les boucles extracellulaires pourraient servir d#es pour la thérapie par des anticorps
monoclonaux. La partie C-terminale contient le dom®aPDZ et joue un role dans la

transduction du signal et la fixation.

Spécificité tumorale

Des études récentes ont montré que l'expressiogéde des claudines est fréquemment
altérée dans divers cancgkgorin PJ 2005 ; Swisshelm K 200%ar exemple, I'expression
des CLDN3 et CLDN4 est souvent augmentée dansutesurs de I'ovaire, du sein, de la
prostate et du pancré@slichl P 2001 ; Rangel LB 2003 ; Kominsky SL 20@%garwal R
2005; Soini Y 200%B L’expression de la CLDN7 est diminuée dans lecea du sein et le

cancer de la téte et du cou, mais plus élevée danancer de I'estomac. Néanmoins, son
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utilité n’a jamais été étudiée dans le diagnostis épanchements malins par PCR quantitative
et par cytométrie en flux. CLDN1 est typiquemennigiuée dans divers cancers, mais elle a

eégalement été signalée comme étant élevée sudastlels cancers digestifs.

Par ailleurs, des études précliniques ont monteélgst CLDNs sont localisées a la surface
cellulaire des cellules cancéreuses et sont sum&ps dans ces cellules (figure 7). Elles
peuvent donc représenter des cibles utiles pouiérdiites stratégies thérapeutiques
(Kominsky SL 20Q6Par exemple, I'expression de la CLDN1 a monteéuaieur pronostique
dans le cancer du coloRé¢snick MB 2005 CLDN18 dans le cancer de l'estom&arfada Y
2006, et CLDN10 dans le carcinome hépatocellulaiegung ST 2005

Mocus layer _{
Apical side

Basalateral
surface

Oecludin
Claudin 1
E-cadherin
ZO-1
JAm-1
Catenins
Cirgulin
Actin

Paracellular space

Plasma membrane

Figure 7: Localisation des claudinggl’'apres :Ruffer G Eur J Cell Biol2004)

[.4.4 — Les Cytokératines (CK)

Structure et fonction

Les cytokératines sont les principaux filamentenmeédiaires du cytosquelette des tissus
épithéliaux normaux et des tumeurs (d'une largemviton 10 nm)Tamura N 2007; Yeh CS
2006 ; Kodera Y 200Q5Ce sont des marqueurs protéiques structurauxfispes des cellules
épithéliales et des études récentes indiquentiteplication dans la progression du cancer
(Makino 2009. Les profils d’expression des cytokératines petenétde déterminer I'origine
d'une tumeur maligneL(gli A 200§. Plusieurs isoformes existent et sont distribuées

differemment selon I'origine tissulaire. Les ce#lsladénocarcinomateuses gardent souvent
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leur expression de cytokératines qui peuvent étseialisées dans le cytoplasme par
immunocytochimie. Des anticorps sont dirigés cortives les types de cytokératines
(anticorps AE1/AE3 ou MNF116) ou spécifiques d@mes, notamment de faibles poids
moléculaires (cytokératines 7,.8)

Les cytokératines peuvent étre classées en deupesa les cytokératines de type I, qui sont
acides, et les cytokératines de type Il, qui s@sidues ou neutres et plus longues que celles
de type I.

Généralement, les cytokératines s'assemblent etidarde leur type et on trouve des couples

type | - type Il, par exemple, le couple K5/K14 dda couche basale de I'épiderme.

Spécificité tumorale

Le profil d'expression des cytokératines dépendéiteloppement embryonnaire et du degré
de différenciation cellulaire.

L'expression des cytokératines est habituellemenservée dans les cellules néoplasiques,
l'utilisation des anticorps spécifiques est impaigapour déterminer l'origine des cancers
métastatiques grace a des techniques immunohistapies. La cytokératine constitue un
marqueur histochimique de la différenciation ddtutas épithéliales. Le profil d'expression
des divers types de cytokératine (CK) de tumeurslifférentes localisations peuvent étre
essentiels pour déterminer l'origine d'une tumealigne (Cugli A 2009.

La cytokératine 7 (CK7) se retrouve dans de nombégithéliums canalaires et glandulaires,
notamment dans le poumon, le sein, les ovairesestldmetre. Récemment, les profils
combinés d'expression de CK7 et CK20 ont été laegenétudiés dans les différents
carcinomes primaires et métastatigues également été montré que CK8, CK18 et CK19
sont exprimés dans certains cancers gastro-indestibee MJ 2008

La cytokératine 19 (CK19) est un acide de protédeed0 kDa qui fait partie du cytosquelette
des cellules épithéliales. Cette protéine de filaiméntermédiaires est largement exprimée
par I'ensemble des cellules épithéliales et reptésen indicateur utile de la différenciation
épithéliale Marrakchi R 2008 De faibles niveaux de CK19 ont été détectés daasséllules

endothéliales et des fibroblastes.

L’antigene CK19 est largement utilisé comme biaqnaur pour la détection de la diffusion
de cellules tumorales dans le sang et la moelleussset sa positivité est considérée comme
un indicateur pronostique chez les patients cangené est considéeré comme un marqueur

prometteur pour la détection de cellules cancésedsesein, cependant, son role dans la
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progression du cancer du sein reste incomabiSiewicz A2004; Daskalaki A 2009 ; Van
der Auwera | 201

La cytokératine 20 (CK20) est une protéine épidhe&lexprimée presque exclusivement au
niveau gastro-intestinal et elle est largementsé@ comme marqueur immunohistochimique
pour les diagnostics de routine. Plusieurs étudsas rapporté que l'antigene CK20 et
I'antigéne carcino-embryonnaire (ACE) sont des géribles fiables pour la détection de
cellules disséminées du cancer coloredtéhiig JY 2006 ; Xu D 2006; Chen CC 2006; Shen
C 200§. Cependant, CK20 n'est pas considérée comme wqumarpour la classification des
tumeurs car certaines études ont rapporté que e @K20 a une faible sensibilité et
spécificité Gradilone A 2008

1.4.5 - Les Mucines (MUC)

Structure et fonction

Les mucines sont une grande famille de glycopretéote haut poids moléculaire (entre 250
et 500 kDaltons) hautement glycosylé&el{mid BC 2002 ; Obermair A 2002 ; Levitin F
2005, Decremoux P 2000 ; Patton S 1p%bondantes qui sont présentes a l'interface entre
différents épithéliums et leur environnement exhadaire. Elles sont exprimées par les
cellules épithéliales. Elles sont classées enx datégories principales: liées a la membrane
telles : MUC1, MUC3A, MUC3B, MUC4, MUC12, MUC13 eMUC17, et sécrétées ou
formant un gel telles: MUC2, MUC5AC, MUC5B et MUCElIlles partagent toutes les
mémes caractéristiques structurales mais ellesdstiictes dans leur répétition en tandem
d'acides aminés surtout pour les différentes isoésrde MUC1. Les mucines sont impliquées
dans la régulation des diverses activités cellegaa la fois dans des conditions normales et
pathologiques. Plusieurs de ces mucines sont connues pour foresicduches de mucus,
responsables de ses propriétés viscoélastiqueéliBarges, tandis que d'autres forment le
glycocalyx sur les entérocytes intestinaux. Elmsent un réle surtout physique de défense
des surfaces épithéliales.

Plusieurs données soutiennent aussi la participatles mucines dans des processus
biologiques plus complexes tels que le renouveligndes cellules épithéliales et la
différenciation, la signalisation cellulaire etdigrence cellulaire. Des études ont révélé le
rble des mucines dans la pathogenése du cancerjucesouligne limportance de

connaissances approfondies de la biologie des msiéimdrianifahanana M2006).

36



L’activité des mucines et leur localisation est r@édpar plusieurs mécanismes moléculaires,
y compris les interactions avec d'autres protéitsge compréhension approfondie de la
biochimie a l'origine des interactions connues e@mhucines et autres protéines, associées a
leur signification physiopathologique, peut donaerapercu du développement de nouveaux
agents thérapeutiques. En effet, une étude a déénguntun inhibiteur de cellules perméables,
le PMIP, qui perturbe l'interaction de la MUC1-EGF&st efficace pour tuer les cellules
cancéreuses du sein in vitro et dans des modétexrawx Senapati S 2009Jia Y 2010.

Spécificité tumorale

De nombreuses isoformes existent et sont exprirdéesaniéere différente dans les tissus
normaux ou tumoraux. L’expression anormale de nasira été rapportée dans le
développement du cancer, en influencant la crotssasellulaire, la différenciation, la
transformation, I'adhérence, l'invasion et 'immsnoveillance.

Des études immunologiques et biochimiqgues monti@npossibilité d'identifier plusieurs
genes de mucines telles MUC1, MUC2, MUC3, MUC4, MIAC, MUC5B, MUC6 et
MUCY7 et que certaines de ces mucines sont exprirdées les cellules et les tissus de
maniéere spécifique. Un profil d'expression anorrdal ces molécules est observé dans
diverses tumeurs malignes. Ces études montrentI'goegene MUCL est le meilleur
marqueur pour caractériser les mucines. Il estiexsur la surface apicale polarisée des
cellules épithéliales, et exprimé dans les glandesnmaires, le pancréas, I'épithélium
fovéolaire superficiel (ee HS 2001 ; Dekker J 2002 ; Tarp MA 2))0d@ vésicule et les

adénocarcinomes colorectaux.

Le gene de l'antigéne MUC1 a été le plus étudiexiste plusieurs isoformes de MUCL,
générées par épissage alternaditman M 1999, Smorodinsky N 1996

- La plus longue isoforme (MUC1/REP) possede us éand domaine extracellulaire
composeé de 20 a plus de 100 motifs répétés enrtaadmn le polymorphisme génétique de
chaque individu.

- Il existe trois autres isoformes (MUC1/X, MUC1/MMUC1/Z) dont le domaine
extracellulaire ne contient pas la partie répétedsedifférent par les sites accepteurs de
I'épissage alternatif a la fin de I'exon 2.

- La derniere isoforme, soluble, est MUC1/SECpmpssede le méme domaine extracellulaire

gue MUC1/REP mais ne posséde pas de région trarisraeaire et cytoplasmique.
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Les mucines jouent un role de défense des surf@pitBéliales en servant de barrieres
physiques. Leur haut degré de glycosylation protége attaques microbiennes et de la
protéolyse. MUC1 peut également diminuer 'adhéeede cellule a cellule et des cellules a
la matrice (igtenberg MJ 1992 ; Miksicek RJ 200MUC 1 assure une protection dans les
voies aériennes et digestives. Il est principalénegprimé a la surface apicale de la plupart
des épithéliums simples surtout sur des celiépathéliales mammaires. MUCL1 pourrait étre

impliqué dans la transduction du signal.

Le géne de MUC1 est souvent amplifié et surexprimés les cellules cancéreuses. MUC1
est associé aux adénocarcinomes tels que l'ademoaae du sein ou de I'ovaire (avec 9
isoformes). La présence de ces molécules est aieufade mauvais pronostic en particulier

pour les isoformes D, A, X, Y, Z.

Le gene de MUC2 code une mucine sécrétoire géldotypique, qui représente la forme
prédominante dans lintestin et le colon chez I'mmm Les génes MUC4, MUC5AC et
MUCS5B ont été isolés a partir du tissu bronchigue. MUC4 et le MUC5AC sont
principalement exprimés dans les voies respiraoge dans la muqueuse gastrique et
génitale, tandis que MUC5B est fortement décelabldement dans les glandes bronchiques.
Le MUCG6 est exprimé par les tissus gastrigi@=egni E 1997a ; Seregni E 1997b

L’antigene CA125 codé par le membre le plus réamntla famille des protéines MUC,
I'antigene MUC16, a été caractérisé a partir d'séguence d’ADN codant pour une mucine
qui est depuis longtemps connue comme marqueuradeec de l'ovaire. C’est donc un
antigéne fréquent dans les cancers épithéliaux'admile, plus particulierement de type
séreux. Cependant il peut étre détecté dans lensénaz les sujets en bonne santé en fonction
du cycle ovarien et dans d’autres localisationsroentes tumeurs mammaires. |l existe aussi
dans le lait, le mucus cervical, les poumons evdass respiratoires. Sa fonction cellulaire est
mal connue.

CA125 est une glycoprotéine hétérogéne de poid€cutdire élevé appartenant au groupe
des mucines. Ce déterminant est exprimé pendaséveloppement embryonnaire, il s’agit

donc d’un marqueur oncofoetal.

Le CA19-9 aussi appelé GICA (Gastro Intestinal Ohglorate Antigen) est une

sialoglycoprotéine portée par une protéine de tgpeine Loy TS 1998
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Le dosage de CA19-9 soluble est trés utilisé pétedler et suivre le cancer du colon et du
pancréas avec une sensibilité de 70%. De plusalg swis® parait étre un indicateur du
pouvoir métastatique des tumeurs pancréatiqueshéli@es et colorectale@viagnani JL
20049.

.4.6- La Villine (VILL1)

Structure et fonction

La Villine est une protéine localisée dans les ovitlosités de la bordure en brosse des
entérocytes et des cellules du tubule proximal en. rElle joue un rdle important dans la
plasticité épithéliale induite par différents stimélle est liée a I'actine et régule son activité

contractile selon la concentration en calcium.

Spécificité tumorale

La suppression de l'expression de la Villine dams @ellules épithéliales coliques qui
expriment normalement cette protéine, empéchedmbtage de la bordure en brosse. Sa
distribution est modifiée dans la transformatiolutaire et constitue de ce fait un marqueur
de choix des états prénéoplasiques et néoplasijuesion.

Quelques études ont montré que la villine pouétaé un marqueur du tractus gastrointestinal
(Prasad NB2005 ;George SR2007 ;Xi L 20095.
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Deuxieme partie .

La recherche des marqueurs
tumoraux sériques dans le
cancer du sein



Les cancers du sein sont la principale cause désddwez la femme dans le monde, et son
diagnostic précoce et son traitement sont d'uneitapce primordiale. Plus d’'un million de
nouveaux cas surviennent chaque année, dont pl&8@e00 dans les pays développés
(Europe de l'ouest, Amérique du nord) ou il essdhéquent qu'en Afrique ou en Asie. Il est
responsable chaque année de plus de 400 000 ¢fléséisut National Du Cancer, Cancer du
sein 2008

En France il concerne environ une femme sur onbaq@e année sont découverts environ
33 000 nouveaux cas des cancers du sein. Il ggdnsable d’environ 11 000 décés par an.
Les cancers du sein peuvent toucher plus rareritemhine (moins de 1 %). Environ 10 %
des cancers du sein surviennent avant I'age deng02% % avant 50 ans et 50 % avant 65
ans. L'age moyen du diagnostic est 61 ar@@ette maladie est hétérogene avec des
morphologies, profils moléculaires, comportement réponse clinique au traitement
différents. Kamangar F 2006 ; Polyak K 2007 ; Bosch A 20Tind A 200).

Lorsque les cancers du sein ne sont pas traiteselkiles tumorales se propagent localement
et envahissent les organes de voisinage. Ellesepeuggalement disséminer par voie
sanguine ou lymphatique pour atteindre les orgasiegs a distance (métastases). Les
organes les plus fréquemment atteints par les mmétsssont les 0s, les poumons, le foie et le
cerveau.

Au premier stade, les cancers du sein sont trapspgeiur étre détectés par la palpation des
seins ou par les examens de dépistage (mammogyréphigraphie). Il ne présente a ce stade
aucun symptdme. Lorsque les cellules cancéreusatingent a se développer, la tumeur
devient souvent visible sur les examens de dégstamns étre encore palpable cliniguement.

La détection précoce et le traitement aboutisseavent a la guérison. En I'absence de
dépistage ou de traitement précoce, les cellulegimtent a se développer et la tumeur
devient palpable. Plus le stade de détection edif,tplus le traitement est lourd et les
chances de guérison diminuent. Au cours des deshdcennies, le traitement des cancers du
sein a beaucoup progressé notamment par l'utdisade traitements adjuvants endocriniens
(médicaments antagonistes), la suppression ovariesin la chimiothérapie adjuvante
(Thomas E 2003 ; Buzdar AU 2005 ; Buzdar AU 200@sdB A 201).

Le pronostic est estimé au moment du diagnostidpeation des facteurs classiques : age,
taille tumorale, grade cliniqgue, envahissement tangaire et degré d’expression des

récepteurs aux estrogenes et progestérone. Leeaurvabt confirmée par les conférences
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internationales de consensus. Mais ces facteutsesanre insuffisants pour prédire de facon
fiable les rechutes. Les rechutes sont encore dériégg, méme en cas de traitement maximal :
30% pour des tumeurs sans envahissement ganglienBa nouveaux facteurs pronostiques

ou prédictifs sont nécessaires pour individualisgtraitements complémentaires.

| - Le diagnostic du cancer

Plus le diagnostic est précoce et plus les chadeeguérison sont grandes. Seul I'examen
anatomo-pathologique (modifications tissulairescellulaires mises en évidence sur une
biopsie) de la tumeur permet de confirmer le diggoale cancer.

Le diagnostic des cancers du sein se fait par thexahistologique d’'un fragment du tissu

tumoral. Les autres examens telles que la mammbigrap I'échographie mammaire servent
au deépistage des cancers du sein, et permettaignggnt I'évaluation de la taille de la

tumeur et son stade. Mais seul 'examen histologjipeut le confirmer avec certitude.
[.1 - La mammographie

C’est I'examen essentiel dont la sensibilité estl'dedre de 80 %. L'image classique des
cancers du sein est une opacité stellaire a canftaus, sans liseré péri-lésionnel, de volume
inférieur au volume palpé. Il peut exister une t@acou un épaississement cutané en regard de
la Iésion. Le troisieme élément sémiologique fonelaral est I'existence de microcalcifications
inférieures a 5 mm qui doivent étre recherchéesdssr clichés en agrandissement ; elles

constituent le critére de diagnostic essentielcdesers infra-cliniques (Figure 8).

Figure 8:

1-Mammographie. Axillographie gauche externe. Diénsiomogene. Ganglions axillaires
liposcléreux.

2-Mammographie normale. Le parenchyme mélé de débmorédomine dans les régions
centrales et latérales. Radiotransparence diffus@bdgene de I'aire mammaire.
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[.2 - L'échographie

C’est un complément qui actuellement parait tréds,gurtout en cas de sein dense, chez la
femme jeune, ou la mammographie est peu sensibep&rmet de différencier les masses

liquidiennes des masses tissulaires et constituguigie précieux pour les ponctions.

[.3-L'IRM

Elle n’est indiquée gu’en cas de difficulté d’arsdydes Iésions par les explorations classiques

ou dans 'exploration des seins préalablemengsaar chirurgie conservatrice

I.4 - La cytologie

Les cellules prélevées sont examinées au microsgopesavoir s'il s'agit d'un cancer. Cet
examen n'est cependant pas suffisant en généralgiiiumer le diagnostic et il est alors

nécessaire d'effectuer une biopsie.

I.5 - La biopsie

L'examen histologique correspond a I'examen ddsleglau microscope pour savoir si elles
sont ou hon cancereuses.

Trois types principaux de prélévements histologigenestent : cytoponction a I'aiguille fine,
microbiopsie, ou drill biopsie. Ces prélevementatduabituellement réalisés sous guidage
échographique ou mammographique (biopsie stér@ptaki ce qui permet d’améliorer leur

performance.

Les carcinomes représentent 98 % des tumeurs raaldpn sein. On distingue les carcinomes

non infiltrants des carcinomes infiltrants.

Les carcinomes non infiltrants (15 %)

- Les carcinomes intra-canalaires (ou galactophiesgn situ) n’infiltrent pas la membrane
basale et le tissu conjonctif. lls sont souventsmdrés comme une maladie diffuse de tout
I'arbre galactophorique et sont caractérisés par eulticentricité. La multicentricité est la
présence de lésions disséminées dans les diffagaatiants du sein. La multifocalité est la

présence de plusieurs foyers dans un méme quatiraeatin.
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- les carcinomes lobulaires in situ sont une pécdifion bénigne d’excellent pronostic (qui

fait réfuter par certains le terme de carcinome} lésions sont fréquemment multicentriques
et bilatérales, découvertes sur piece de biopsie giautres Iésions.

Le diagnostic de carcinome in situ est difficild :ne faut pas méconnaitre un éventuel
carcinome micro-invasif ou invasif. Aussi est-ilceésaire d’établir une étroite collaboration
entre les différents praticiens impliqués (radioleg chirurgien, anatomo-pathologiste,

radiothérapeute).

Les carcinomes infiltrants (75 %)

Les carcinomes canalaires infiltrants sont retrew@ns 70 % des cas ; ils peuvent étre plus
ou moins différenciés.

Les carcinomes lobulaires infiltrants sont retrauvdans 5 a 15 % des cas, et sont

frequemment associés a des foyers de carcinom&lmbin situ.
[.6 - Les marqueurs tumoraux

L'identification de marqueurs tumoraux adaptés adgection précoce du cancer est trés
prometteuse pour améliorer les résultats clinigiess patients. Récemment, il est apparu un
grand intérét pour I'exploration du génome et datgmme de biomarqueurs dans un but de
diagnostic moléculaire et ils pourraient servircdges pour la thérapeutique.

Les cancers du sein pourront étre diagnostiqués nalpidement et avec beaucoup plus de
précision grace aux nouveaux marqueurs moléculéhikaroodi M 201]

Les marqueurs protéigues circulants sont des mielesécrétées ou libérées par les cellules
tumorales ou par leur environnement et plus ou mspecifiques de celles-ci. Pour le cancer
du sein, l'antigene carcino-embryonnaire (ACE) @ g#ndant longtemps le seul marqueur
circulant testé. Actuellement, les marqueurs les pltilisés sont ceux qui mesurent le niveau
circulant de fragments de MUCdelymorphic epithelial mucin(MUC1-PEM) qui est

frequemment exprimé dans les tissus de canceridu se

I.6.1- Le cancer antigen ou carbohydrate antigg@5-3 (CA15-3)
Il reconnait une glycoprotéine de type mucine (MUCet il est largement utilisé comme
marqueur tumoral pour les cancers du sein. Soraniaeigmente dans le sérum a la phase
métastatique (50-80%Bénsouda Y 2009 ; Martin A 2006nais actuellement, le CA15-3
n'est pas recommandé pour le dépistage ou le ditigrie cancer du sein et son application
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principale est de surveiller la réponse au traitgnuhez les femmes atteintes d’'un cancer
métastatique.

Le CA15-3 codé par le gene MUCL1 est sécrété pacdigles épithéliales glandulaires mais
peut étre détecté dans le cytoplasme des cellugastatiques de cancer du sein de fagon
inversement proportionnelle au degré de différdimia cellulaire. Quelques études
immunohistologiques ont mis en évidence du CA138plasmique dans 87% des tumeurs
malignes primaires du sein et dans pres de 100%ate®rs métastatiques du sein alors qu'il
n'est présent que sur la bordure apicale des esligpithéliales différenciées dans les tumeurs
mammaires bénignes.

Le taux de CA15-3 sérique est corrélé au stadeadmdladie, a la taille de la tumeur
primitive, a l'extension ganglionnaire et au nomiles ganglions atteints. Des valeurs
préthérapeutiques de CA15-3 tres élevees (5 aidlaf normale), suggerent un stade avancé
de la maladie, voire une maladie métastatique dé&smlicn moyenne 70,4% des patientes
avec une évolution métastatique avaient des tadgues élevés contre 29,6% dans les
formes localisées. Cependant, 1 a 11% des sujiets egpriment la molécule (faux positifs)
(Mclaughlin R 200D

- La mucin-like carcinoma-associated antiggiCA), CA 27-29, CA 549... sont utiles au
suivi de la maladie métastatique, mais ils ne semibpas offrir un avantage en termes de
sensibilité ou de spécificité par rapport au CA15-3

Lesbreast cancer antige(BCA 225) sont des antigenes qui reconnaissenagtenfsimilaire

les MUC-1-glycoprotéines. Ce sont des marqueursilsies et spécifiques du cancer du sein
(Harada Y 2001 Mathelin C 2006 ; Ri G 2009

1.6.2 -Le Her2 ou ErbB2

Structure et fonction

Le géne HER-2/neu, membre de la famille des reoeptEGF, a été découvert de facon

indépendante dans quatre laboratoires différemtdpec il a des noms variés comme Her-

2/neu ou C-erbB-2. Her-2/neu est une protéine guiée dans environ 25% a 30% des

cancers du sein.

Le gene codant Her2 est situé sur le chromosomeek/récepteurs Her2 sont des récepteurs
mono-transmembranaires, le domaine extracellulaog la reconnaissance et la liaison du

ligand, le domaine transmembranaire nécessairéndéepactions avec d’autres récepteurs. Le
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domaine cytoplasmique sert a l'auto-phosphorylatio@cessaire a linteraction avec des
protéinegSchlessinger J 2000

Les études chez l'animal ont montré que quand gand pour EGF se lie a HER2 son
domaine extra-cellulaire adopte une conformatiote diuverte qui permet la formation
d’homo ou d’hétéro-dimereBlirgess AW 20031l n’y a pas alors de fixation de ligand et
HERZ2 interagit rapidement avec un autre réceptétR hie au ligand du fait que son domaine
extra-cellulaire a constitutivement une conformanaverte Garrett TP 2003

A la surface cellulaire, la dimérisation des doreaiextra-cellulaires entraine une interaction
entre les kinases intra-cellulaires des réceptd&i® et une transphosphorylation des résidus
tyrosine de I'extrémité C-terminale. Ces circuits gsignalisation contrélent I'expression des
génes cibles qui agissent de fagcon coordonnéermodifier des aspects clés de la biologie
cellulaire, la prolifération, la migration, la sigvet la différenciation. En plus de ce mode
principal, les récepteurs HER ou leurs fragments sapables d’induire une signalisation
directe.

Plusieurs études ont montré que HER2 entier peatté&insporté vers le noyau et réguler
directement I'expression du gené/gng SC 2004 Le mécanisme de transport n’est pas
completement connu. D’autres voies de traductiderr@ztive ont été décriteifido JM
20069.

Les malades avec cancer du sein exprimant un fraigmeléaire carboxyterminal (CTF) de
HER2 ont plus de risque de développer des métastaseglionnairesMolina MA 2002 et

ont un pronostic pire que ceux exprimant de fag@d@minante le récepteur enti&agz R
2006. De plus, la présence de CTF semble étre impterfaour le traitement du patient avec
cancer du sein étant donné que 90 % des tumeunsmexyp CTF sont résistantes au
traitement par le TrastuzumaBdaltriti M 2007. Cependant, les CTF exprimés dans les
tumeurs n’ont pas été caracterisés et on ne sag’'jg proviennent de la protéolyse ou d’'une
traduction alternative. De plus, étant donné gsealdivités de ces différents CTF n’ont pas
été analysées, leur contribution individuelle conphénotype malin n’est pas connue.

Spécificité tumorale

La surexpression de I'Her2 n'a pas été trouvée tEmnsissus mammaires normaux ou des
lésions bénignes, y compris les hyperplasies, niagst fréquemment observé dans le
carcinome canalaire in situ (CCIS), presque deus fdus souvent que dans les cancers
invasifs Kulka J 2009.

46



Les cellules cancéreuses sont capables de prodasefacteurs de croissance ainsi que
d’accroitre I'expression de leurs récepteurs. Pdemirécepteurs aux facteurs de croissance,
ceux des peptides de la famille EGF qui ont été&itmap étudiés du fait de leur relation avec
la croissance tumorale. La famille EGF comprendréeepteurs EGFR, ErbB-2, ErbB-3,
ErbB-4 et les récepteurs cryptiques.

L’'Her2 est surexprimé dans 20- 40% des cancersiantlle cancer du sein et conduit a une
accélération du cancgiNormanno N 2003 ; Press MF 1994l constitue une cible
thérapeutique par Il'utilisation de I'anticorps matomal Trastuzumab. Cet anticorps pourrait
inhiber la formation des dimeres de récepteurseet bignalisation(Klapper LN 1997,
déréguler I'expression de Her2 et interrompre degellulaire(Yakes FM 2002

La plupart des études montre que les tumeurs dusseexprimant Her2 sont plus agressives
et ont un plus mauvais pronostic. Ces tumeursassuciées a la négativité des récepteurs ER
et PR, a de forts taux de prolifération, a de lialeidie, a la surexpression @g&3, a des

lésions infiltrantes et & la résistance au traitgrpar Tamoxiféng¢Ross JS 1998
[.6.3 - La Mammaglobine

Structure et fonction

La mammaglobine est une protéine de 18-25 kDa tgypnt a la famille des sécrétoglobines.
Elle est codée par le gene SCGB2Aftakas M 2006 ; Carletti AM 2006 A I'heure
actuelle, aucune fonction physiologique n'a étéoeige a cette petite proteine dimérique
sécrétée essentiellement par les tissus muqueux.

Les fonctions attribuées aux membres de la fandbs sécrétoglobines sont variées et
incluent 'immunosuppression par inhibition de k@lgération lymphocytaire et diminution
de production d’IL-2 Maccioni M 200), I'induction de l'auto-immunité, une action anti-
inflammatoire, un réle comme cytokines dans unee vwmiédiée par un récepteur encore
inconnu et l'inhibition de la phospholipase A2, nesi la spécificité de cette inhibition est
débattue.

L’expression des sécrétoglobines a généralementsdéciée aux épithéliums sécrétoires
dans le poumon, la prostate, les glandes mammaiaéisaires et sudoripares. Il n’y a que
quelques études d’expression de sécrétoglobinesldsiglandes endocrines et leurs résultats

sont mitigées.
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Spécificité tumorale

Depuis son identification en 1996 par Watson efnfitig, de nombreuses études ont démontré
que la mammaglobine était exprimée essentiellerpanie tissu mammaire et surexprimée
(70-80%) dans les tumeurs du sein primaires et stagtques \(Vatson MA 1996 ; Sasaki E
2007). Bien que des études récentes aient démontr@ p&CR que cette protéine était aussi
surexprimée dans des tumeurs d’autres originesldisss (ovaire, prostate, poumon)
(Grunewald K 2002 ; Sjodin A 20§03l semblerait que la mammaglobine reste un manque
tres intéressant pour le cancer du sgehgentner BK 2004a ; Zehentner BK 2004b

Elle pourrait étre utile dans le diagnostic desnépaments malins et présenterait une forte
spécificité et sensibilit€Grunewald K 2002 ; Fiegl M 2004 ; Ciampa A 2004

La mammaglobine est un marqueur moléculaire hautesgécifigue pour la détection de

cellules tumorales circulantes dans le cancer oluggrablgNtoulia M 2006.

1.6.4 - Les récepteurs hormonaux
Structure et fonction
Les récepteurs hormonaux sexuels sont des protéassnt partie de la super-famille des
récepteurs nucléaires, qui lient des hormones igEsp thyroidiennes et rétinoides. Les
récepteurs pour les cestrogenes, ER alpha et ERdmiala progestérone, PR et pour les
androgenes, AR, font partie de la premiere claas@ides membres de la super-famille.
Les cestrogenes contrdlent la croissance et larelifféation des glandes mammaires, régulent
I'expression des genes dans les cellules du seile pécepteur des cestrogenes (ER). ER est
exprimé dans 70% des cas de cancer du sein, owisance des cellules cancéreuses est
controlée par les cestrogénes et est souvent seraibtraitement par des inhibiteurs qui
bloguent l'interaction entre I'cestrogene et lepte des cestrogenes.
Le récepteur des cestrogenes (ER) joue un rdle mdpns la progression et le potentiel
métastatique du cancer du sein chez les femmescdresers du sein avec des cellules qui
n'‘ont pas les ER sont généralement plus évoldtifdus difficiles a traiter que ceux avec des
cellules ER +. Les femmes avec ER négative ont ancer plus avancé au moment du

diagnostic que les femmes ER +.

Tandis que la progestérone a de multiples actiams de processus de développement des
seins et la différenciation, son role sur le carshersein est moins bien compris. Il a été
montré que les progestatifs stimulent la migrataes cellules cancéreuses du sein et

I'invasion en raison de [l'activation des cascades siynalisation conduisant a des
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modifications du cytosquelette d'actine et de lanfm@ane cellulaire qui sont requises pour le
mouvement des cellules. La progestérone favorisérdalation des cellules cancéreuses du
sein et de l'invasion en facilitant la formation clemplexes de la Focal Adhesion Kinase
(FAK) (Fu XD 2010.

Spécificité tumorale

Les femmes ER-, indépendamment de leur age, sostspisceptibles d'avoir des tumeurs de
grade Il ou IV et moins de grade |. L'expressicERI dans les cellules du cancer du sein
répond aux acides graalquobaili F 2010.

Les facteurs de risque liés aux récepteurs desgeses (ER) parmi les patients du cancer du
sein dépendent généralement de 'age.

La gravité du cancer du sein, est fonction du s@UER et de PR de la tume@o(ditz GA
20049).

Environ la moitié des cancers du sein métastatigggrimant les récepteurs aux cestrogéenes
et/ou a la progestérone répond au traitement eimiemcret a 'hormonothérapie adjuvante
postopératoires et entraine environ 50% de rédudams le développement d'une récidive.

Le role des récepteurs d'cestrogene comme prédibéeréponse au traitement endocrinien a
été confirmé : un traitement endocrinien bénéfigakdirectement proportionnel au niveau
des récepteurs des cestrogenes. La valeur prorosiggurécepteurs de la progestérone n'a pas

encore été validée comme facteur prédictif deidaité du Tamoxifene.

Les tumeurs surexprimant Her-2/neu sont résistaatedraitement endocrinien et elles

exigent le blocage de la voie Her-2/neu en plukgbeivation d'cestrogeneRdstelli F 2008

1.6.5 — Les antigenes de prédisposition héréditaiBRCAL et BRCA2

Le BRCAL et BRCA2 sont des génes suppresseursnaieutuimpliqués dans la signalisation
et la réparation des dommages de I'ADN. Le gene/BR&été découvert en 1994 sur le bras
long du chromosome 1Mgki Y 1994 et le gene BRCA2 en 1995 sur le chromosome 13
(Wooster R 1994 1l a été montré qu’environ 5% a 10% de tous kescers du sein et 25% a
40% des cancers du sein familiaux survenant chezfelames de moins de 35 ans sont
attribuables a une cause héréditaire, 60% a 75%esleancers sont causes par une mutation
des genes BRCAL ou BRCAZftoniou A 2003 ; Uyei A 20DpA_es mutations de ces genes
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ont été trouvées dans des familles ayant un cahcegein héréditaire et sont considérées
comme un facteur prédisposant aux cancers de séas@vairesNusbaum R 2007

Il existe plusieurs centaines de mutations conmlesss ces génes, dont beaucoup sont
spécifiqgues de familles. Seules les modificatiohss gréquentes ont été étudiées dans les
associations entre un cancer du sein et des ovRiaesii les cas familiaux de cancers du sein
associés au cancer de I'ovaire, plus de 80% ontmdgations BRCAL. Parmi les cancers
familiaux, 52% ont des mutations BRCA1, 32% des atoms BRCA2 et 16% d’autres
mutations Ford D 1999.

Il est possible d'avoir a la fois des mutationssdas génes BRCAL et BRCA2, bien que cela
soit trés rare. Les mutations BRCA1 semblent épistatiques a I'égard de la mutation
BRCA2, ce qui signifie que les mutations BRCA1 masy I'effet de la mutation BRCA2. En

conséquence, une femme avec deux mutations a leeméque de cancer du sein qu’'une

femme avec juste une mutation de BRCALI.

Le cancer du sein progresse plus rapidement cleZelames présentant des mutations
BRCAL et BRCA2 que chez les non porteuses. Desutsnet des carcinomes in situ ont

également tendance a montrer plus de nécrose eh@niteuses que chez les non porteuses.

Autres mutations génétiques associées a un risqoeade cancer du sein :
- Le gene suppresseur de tumeur p53 est un auteedgnt les mutations augmentent le
risque de développer un cancer du sein.
- Deux mutations dans le gene ESR1 et unatinantdans le géne ESR2 sont associés a
un risque accru de cancer du sein. Ces genes cemtées voies des récepteurs d'oestrogene.
- Les geénes de 'lCAM (molécule d'adhésion intdutagre) ont également été impliqués
dans le risque accru de cancer du sein hérédétlieecancer de la prostate.
Un nombre important de marqueurs moléculaires daaradu sein a été étudié dans le but de

déterminer leur capacité a prédire le pronosticense aux traitements, ou les deux.

D'autres marqueurs appartenant au groupe desresake tissue polypeptide-specific antigen
(TPS) constituent un reflet de l'activité prolifive des tumeurs mammaires. De plus, le
dosage urinaire du facteur trilobé (PS2-TFF1) mouétre utile dans le suivi des cancers du
sein hormonodépendantddthelin C 2005

La détection de cellules positives pour 'TARNm-&@@tine 19 avant le démarrage de la

chimiothérapie adjuvante a montré que c’était wtefar pronostique indépendant de mauvais
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résultat clinique chez les patients atteints damcer du sein au stade précolgmétiadis M
2007 ; Ignatiadis M 2008 ; Xenidis N 2006.a cytokératine 19 est apparue comme tres
sensible pour détecter tous les cancers du seidistgque BU101, BS106 et Mammaglobine
étaient moins utile@Brown NM 2008

Actuellement, de nouveaux marqueurs apparaisseei@imés dans le cancer du sein,
CLDNL1 et surtout CLDN4 dont I'expression élevée &stociée a un mauvais pronostic et un
grade tumoral élevé dans le cancer du @eanigan F 2009).

L’Ep-CAM (CD326) qui joue un rdle dans l'adhésiorllglaire et la prolifération est
surexprimé dans les carcinomes primitifs du seies données cliniques et précliniques

suggerent un réle pour 'Ep-CAM en cas de métastase

Nous avons parlé de ces marqueurs plus en détaitsld chapitre 1l de cette thése.

Par ailleurs, d’'autres catégories de marqueursnoottré une utilité clinigue et ont été
recommandés pour l'utilisation dans la pratiqueuntdn epidermal growth factor receptor 2,
urokinase plasminogen activator, plasminogen activiahibitor 1. Par contre, les marqueurs
suivants ont démontré des résultats insuffisantis poe utilisation en routine dans la pratique
clinique : DNA / ploidie par cytométrie en flux, $5la cathepsine D, cycline Eérris L
2007 ; Hernandez L 2005
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Troisieme partie

Les technigques utilisées



| — La détection des cellules tumorales dans lesamhements malins

[.1- La cytologie conventionnelle

Le développement des métastases est le mode wltaxiension ou de récidive du cancer. La
découverte de métastases a une valeur pronostigugadité et rend le traitement local

(exérese chirurgicale) inefficace. Il serait tréstéiessant de pouvoir détecter des
cellules détachées et en suspension dans les dguimlogiques pour évaluer le potentiel
métastatique des tumeurs diagnostiquées et antleypredéveloppement.

Ces liquides biologiques sont facilement accessialBanalyse par ponction mais les cellules
tumorales y sont rares et mélangées a d’autresile®llnormales ou inflammatoires

(leucocytes ou cellules épithéliales). Deux prol@grse posent alors :

— Détecter des cellules épithéliales.

— Identifier leur caractére tumoral et leur origtissulaire

I.1.1 - La cytologie des cellules isolées (immunimohimie)

Cette technique de référence permet une étudaceastopie optique des cellules étalées sur
lames. Les cellules suspectes ou franchement nealigant identifi€es par leur morphologie
apres coloration (par exemple Papanicolaou ou Méywald Giemsa), mais les cellules sont
fragiles et il est indispensable de les fixer péxiter la cytolyse (figure 9).

Cependant, la morphologie n’est pas toujours suffes pour identifier les cellules et peut
bénéficier de marquages moléculaires par des apsidimmuno-cytochimie)La HBME-1,

la thrombomoduline, la Calrétinine, le MOC-31, lerEEP4, I'E-cadhérine, I'ACE et le
CA19-9 peuvent étre utilisés dans la cytologie dpanchements séreux et utiles dans la
distinction entre les adénocarcinomes et une graliion métastatigue mésothéliale. Il y a
aussi les anticorpEMA, CA125 qui sont utilisés en cytologi&ozanoMD 2001 ; Ueda J
2006.

L’immuno-cytochimie (ICC) a permis de développersdiechniques plus sensibles et
partiellement automatisables d’analyses de cellalesuspension. Les liquides sont fixeés,
centrifugés et le culot est étalé sur lame. Loisgsont trés riches, une inclusion du culot en
paraffine est possible.

Les ponctions d'organes pleins sont immeédiatemiahdes sur lame et fixées ou séchées a

I'air en fonction de la coloration choisie. Touteartitude cytologique souvent défini comme
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An

“cellules suspectes de malignité" ou "présence alkiles atypiques" doit conduire a un
prélévement biopsique pour confirmer le diagnostic.

Cette technique manuelle est longue, laborieuséadssite des compétences tres spécifiques.

Figure 9 : Expression de I'antigenUC-4 dans les cellules isolées d’effusion péritdaé
de cancer de I'ovaire

[.1.2- La cytologie des cellules tissulaires (immulristochimie)

L'immunohistochimie peut étre pratiquée sur defedtants cytologiques. La technique est
cependant plus délicate et ne peut pas étre rig@pétibmme sur les coupes histologiques en
paraffine.

L'examen immuno-histochimique (IHC) consiste a ké&vésur coupe histologique, par
réaction antigéne-anticorps, la présence d’antgepéulaires intranucléaires, membranaires
ou cytoplasmiques. Il a été adapté a la mise edeéee des protéines sur des coupes
tissulaires. Il garde son intérét grace aux infdioms qu’il apporte sur la morphologie
cellulaire et la localisation des protéines dars dempartiments intra-cellulaires et dans
différents types cellulaires visualisés sur la @up'lHC est donc utilisée en recherche
fondamentale pour comprendre la distribution etldealisation de biomarqueurs et de
protéines exprimés dans les différentes partiestigu.

L’'anticorps CB11 a été appliqué pour détecter lrespion de I'oncoprotéine HER-2/neu.
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L'immunohistochimie est considérée comme une tectensemi-quantitative, qui permet des
comparaisons du niveau d’expression protéique dagrdypes cellulaires et les controles.
Pour cela des scores de quantification sont prapgsigorennent en compte le pourcentage de
cellules marquéeddarvey JM 199% Les essais de standardisation de cette méttorddrés
difficiles et opérateur-dépendant.

L'immunohistochimie (IHC) est une technique largeinutilisée pour le diagnostic et/ou le
suivi de cancer par détection de cellules anormaléss que celles trouvées dans les tumeurs

cancéreuses.

Figure 10 : Aspect des cellules malignes tissulaingés{/neu A (Score 1+); B (Score 2+); C (Score
3+) dans le carcinome mammaire par immunohistochimiaprés: Kulka J, Pathology
Oncology Research 2006
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[.2- La cytométrie en flux

Injection des | _ ( Soluté
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Figure 11 : Schéma du principe de la cytométrie de flux

La cytométrie en flux (CMF)est une méthode d’analyse cellule par cellulaaadg vitesse,
dans un flux liquide (Figure 11). Plusieurs paraggpeuvent étre analysés simultanément :
taille, structure et de nombreux immuno-marquagestéisant des anticorps couplés a des
fluorochromes différents. La CMF est quantitative ane échelle de 5 logs, rapide (100 —
10000 cellules/sec) et extrémement sensible. Ligéres membranaires, cytoplasmiques ou
nucléaires peuvent étre analysés. L'étude peutféiie sur cellules vivantes, fixées et/ou

perméabilisées.

Elle peut avoir deux types d’application pour laedéon des cellules tumorales. D’'une part,
il est possible d’analyser le contenu en ADN satlqaie les cellules cancéreuses présentent
des anomalies du cycle cellulaire et chromosomispmatiques (diploidie, hétéroploidie)
(Saha | 2000 Les cellules tumorales peuvent étre caractéripgesmmunophénotypage

spécifiqgue de marqueurs tumoratijken A 199).

La cytométrie en flux est une technique performgmber la caractérisation des cellules
cancéreuses dans les épanchements pour le diagabsdi recherche. Elle est comparable a
'immunohistochimie en terme de sensibilité et gédificité, avec I'avantage supplémentaire
de fournir des données quantitativeBong HP 200Y. La cytométrie est un outil puissant

pour diagnostiquer des épanchements difficilesoetr pnesurer la co-expression de divers
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marqueurs dans les échantillons frais. En employast marqueurs cellulaires adaptés
associés aux marqueurs biologiques, la CMF estégailt trés prometteuse pour des études

expérimentalefDavidson B 200R

L’immunophénotypage par cytométrie en flux est kadmis comme une technique auxiliaire

dans le diagnostic des hémopathies malightsiarty AT 1993.

En monomarquage, il semblerait que les anticorpgédi contre le MUC1 et I'Ep-CAM
permettent la détection des cellules épithélialenorales dans les épanchements malins
(Czerniak B 1985 jRisberg B 2000 ; Davidson B 2002Ze Ber-EP4 est également un
marqueur pour détecter les cellules épithélialess @oubles marquages CD45/ Ber-EP4, N-
cadherin/Ber-EP4 permettent lidentification de ldels épithéliales malignes dans des
liquides pleuraux et péritonéaux avec une sentdb#éi une spécificité trés intéressantes
(Risberg B, 2000 ; Davidson B, 2002 utilisation de marquages multiples présentssau
'avantage d’orienter vers une origine tissulafkesi, la détection des épanchements malins
d’origine ovarienne est possible avec un marquagétiparamétrique Sigstad E 2005 ;
Davidson B 2008

Nous souhaitons mettre au point une méthode qaawdl multiparamétrique de
caractérisation de cellules tumorales (adénocam®sd minoritaires, en suspension dans une
population complexe. Les cellules d'intérét sontramaes par des anticorps spécifiques de
marqueurs tumoraux. Dans un premier temps, de 4nzamuages pourront étre utilisés
simultanément. Comme il n’existe pas pour linstate marquages spécifiques, la

combinaison de marqueurs de différentes naturesnseessaire.

I.3 - La biologie moléculaire

La réaction de polymérase en chaine (PCR), pertétdier avec une sensibilité extréme et
une grande précision I'expression des genes ddatégude la prolifération et de I'apoptose
cellulaire (EL-Habashi A 1995 ; Liebermann DA 199kes nouvelles techniques de PCR
guantitatives permettent de mesurer le niveau désgion de ces transcrasd’identifier des
cellules malignes au sein des effusiddsyd JM 2006 ; Nakanishi H 2000 ; Kodera Y 2005 ;
Ito S 2005 ; Schmidt P 2001 ; Tamura N 2007 ; WdiNg2005 ; McLemore MR 2005 ;
Passebosc K 2005 ; Li G 2003\insi, I'expression de certains marqueurs tels diK19 Ku

F 2009, Ep-CAM (Nagel H 2003 et les mucinesY(u CJ 200} présentent une sensibilité et
une spécificité plus importantes par cette techamue celle obtenue avec la cytologie.
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Cette méthode permet d'amplifier in vitro une ipaspécifique d'un acide nucléique donné
(ADN ou ARN) afin d'en obtenir une quantité suffismpour le détecter.

[.3.1- La technique de PCR en temps réel

La RT-PCR (Polymerase Chain Reaction) est un tquendécouverte par Kary Mullis en
1986 et qui lui valu le prix Nobel de chimie en 399

La RT-PCR en temps réel couple une RT-PCR classiquee méthode de quantification de
fluorescence utilisant des sondes ou le cyber g(ekguchi R 1993 La cinétique de
guantification est basée sur la détection « en semd@l » du signal fluorescent dont I'intensité
est proportionnelle a la quantité de produit PCRégé au cours de I'amplification. La
guantification du signal repose sur le concept dereshold cycle » (Ct) ou le Ct correspond
au plus petit nombre de cycles pour lequel l'inténdu signal fluorescent est supérieure au
bruit de fond Gibson UE 1995

exon 1 exon 2

I T T
HTLETRTLATL AT i

Reverse Transcriptase

Figure 12: Schéma de la réaction de RT-PCR

primer 1

La RT-PCR est une méthode ciblée, s’adressant rombre limité de genes préalablement
sélectionnés. Ainsi, l'intérét de cette technologé@ond plus a une volonté d’évaluation
précise de la valeur diagnostique et/ou pronostitpumarqueurs moléculaires impliqués dans
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un contexte donné. La sélection des genes d'intégdt effectuée en fonction de la

problématique étudiée, les amorces et les sond#gm@t sont choisies a partir de la séquence
du cDNA de chaque géne provenant de l'analyse @sgsbde données de la littérature
(SAGE, transcriptome, ...). Dans cette sélectionsiplurs genes de référence servant de

géenes contrdle de la qualité et de la quantitéAdRId étudiés sont systématiquement inclus.

La PCR en temps réel est une technique tres rapipl@rue comme un outil indispensable en
biologie moléculaire. Elle est largement utiliséaupla quantification de I'expression des
géenes, mais la standardisation de cette technigmeeudre partielle. Les difficultés sont
multiples : les variations dans la récupérationatddes nucléiques, la dégradation de 'ARN
dans I'échantillon, les cinétiques d’amplificatiolifférentes selon les géenes. De plus, des
spécificités liees aux échantillons biologiquestsm@pables d’affecter la cinétiqgue de la PCR
et la fiabilité de la quantification de I'expressioCes variations pourraient facilement étre
interprétées a tort comme des variations d’expvasgénique, notamment dans le cas des

genes faiblement exprimés ou de discrétes diff@®dexpression.

[.3.2 — Le principe de la quantification par PCR éemps réel :

La RT-PCR est une technique tres intéressante lddestification de cellules malignes et

permet d'étudier I'expression des genes avec urglsiité extréme et une grande précision.

La PCR quantitative en temps réel est une techmigomductible, performante et beaucoup
plus sensible que la PCR classique. Elle nécessite faible quantité d'échantillon et a
'avantage de ne pas dépendre de la disponibildé & variabilité d'un anticorps comme c'est
le cas dans les techniques dimmunomarquage. Déneases études montrent que cette
technique peut étre utilisée en routine pour legmlistic et le suivi thérapeutique de
pathologies maligne@ustin SA 2006

La technique de PCR en temps réel réalise une fragibn exponentielle et sélective de

séquences d'ADN cible et permet de mesurer parefigence l'accumulation des produits
d'amplification au cours de la réaction de PCR.aDtides premiers cycles de la PCR, la
fluorescence reste a son niveau de base. Le seuiétdction correspond a une intensité de
fluorescence significativement plus élevée queiteau de base. Le cycle a partir duquel la

courbe de fluorescence dépasse le niveau du ldidrdl correspond au seuil de détection ou
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cycle seuil Ct (Cycle threshold) (figure 13). Leckeyseuil est inversement proportionnel a la
quantité d’ADN cible présent dans I'‘échantillonrada PCR. Un Ct précoce correspond a un
échantillon contenant beaucoup d'ADN cible. La camggon du Ct obtenu avec un
échantillon en comparaison avec le Ct obtenu aescédhantillons contenant des quantités
connues permet de réaliser une courbe standaréxtagoler la quantité d'/ADN ou d'ARN
cible présente dans I'échantillon de départ.

La qualité de 'ARNm extrait du prélevement esided par I'analyse de genes exprimés de
facon ubiquitaire (genes domestiques) avec un nidé&xpression comparable dans toutes les
cellules, tels que I@-actine ou la phospho-protéine ribosomale acid¢RRLPO)(Dheda K
2009). Le gene de ménage que nous utiliserons, serRI€£ 0. La quantité relative d’ADNc

spécifique est généralement rapportée a la quahii#Nc d'un de ces genes domestiques.

Delta Rn vs Cycle
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Figure 13 : Le niveau du bruit de fond correspond au seuil deection ou cycle seuil Ct
(Cycle threshold)

Nous voulons développer dans notre travail la dfieastion absolue en utilisant des

plasmides de référence pour chaque gene étudié plmurrons alors déterminer un nombre
précis de copies pour chaque transcript dans wenéittbn donné. Selon les résultats obtenus,
certains marqueurs seront mis de c6té tandis quéres pourront étre inclus dans cette étude.
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1.3.3 - Les types de quantification par PCR en tesmgel

La quantification des acides nucléiques peut see fabit de facon « absolue »apres
établissement d’un étalonnage, soit de facon velgtar rapport a un géene de référence.
Deux approches de quantification par PCR en teéglKxistent :

1- PCR quantitative absoluelLa quantification absolue utilise des standardsrees de
concentration connue pour générer une courbe sthggia sert a calculer les valeurs
d’expression pour les échantillons.

Quantification absolue par étalonnage avec un atandles cinétiques sont mesurées pour
différentes concentrations du gene ou transcrikeci®dn en déduit une courbe du Ct en
fonction de la quantité d’acides nucléiques et mesure du coefficient d'efficacité E. La
courbe d’étalonnage ainsi constituée permet deidgliuconcentration a partir d’'une mesure
du Ct. La principale difficulté réside dans la cap@aa titrer avec precision et reproductibilité

les solutions d’étalonnage.

2- PCR quantitative relativela quantification relative utilise deux alternasve

- sans calibrateur : par calcul du rapport entreiveau d’expression du géne cible et
celui d'un géne de ménage, les deux déterminémdase des courbes standard avec
des valeurs théoriques ou bien par la différentedes Ct du géne cible et celui du

géne de ménage (méthode delta Ct) avec la formule
Nz(Cétarget- Ct housekeeping) sample

- avec calibrateur: par calcul du rapport entre lfegpion du gene cible/gene de
ménage aprés normalisation avec le rapport de resgon du géne cible/géne de

ménage d’'un échantillon calibrateur (méthode didtta Ct) avec la formule
N__Loztarget- Ct housekeeping) sample / (Ct targetidDsekeeping) calibrateur

Quantification relative : un gene de référencegaantifié en méme temps que le gene étudié,
la concentration de ce dernier étant ensuite nasg®par rapport a celle connue du géne de

référence.

La production du produit de PCR est mesurée ende¥nl, la quantité de fluorescence suit
une cinétique exponentielle avec un aspect sigmerideprésentation semi-logarithmique, la

partie stable initiale correspond au bruit de fabde plateau final a la consommation des
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réactifs. Il existe un consensus pour mesurer &ntiié¢ de fluorescence au début de la partie
linéaire de la courbe, cette maniére assurantuls foirte reproductibilité. L'intersection de la
courbe d’amplification exponentielle avec un seni$ au début de la partie linéaire permet
d’attribuer a chaque réaction PCR une valeur appejgele seuil Ct (threshold cycle). Le
principe de la quantification par PCR en temps estlbasé sur des calculs intégrant cette

valeur cycle seuil Ct qui est en relation logarithne avec la quantité d’ADN de départ.

1.3.4 — Les applications de la RT-PCR en temps réel

L’analyse des données de la littérature montrerggiand nombre de groupes utilisent cette
approche quantitative pour déterminer le niveaxmfession des génes dans des conditions
physiologiques ou pathologiques données. De mémeaices études transcriptionnelles

complétent et confirment les résultats obtenusppaes a ADN pour certains genes par une

approche de RT-PCR en temps réel.

L’'analyse quantitative de I'expression des marqueutumoraux dans des échantillons
sériques :

Dans le domaine de la pathologie carcinomateusepddreuses études se sont attachées a
isoler des marqueurs tumoraux diagnostiques etiammogtiques dans les tissus mais
également dans des liquides biologiques variésiida de kystes, urines, sang total ou
sérums. Plusieurs types de marqueurs ont été évatles protéines, la présence de cellules
circulantes, ou plus réecemment des molécules d’AIDNI’ARN extracellulaires circulants
provenant de cellules tumoraléSuadagni F 2001 ; Silva JM 1999 ; Wieczorek AJ 1988
mise en évidence d’ARN dérivés de tumeurs dansdesms de patients atteints de cancer
ouvre de nouvelles perspectives diagnostigé@epieski MS 1990 Parmi eux, 'ARN de la
composante catalytique de la télomérase est umdegueurs les plus prometteurs puisqu'’il
est exprimé précocément et quasi-exclusivement ensellules tumorales malignes, quel
gue soit leur type. Ainsi, la faisabilité du dosatgel’ ARNm de la composante catalytique de
la télomérase (hTERT) dans le diagnostic des careété démontrée dans plusieurs études
(Chen XQ 2000 ; Liedo SM 2004Lette approche mérite certainement d’étre appoiéoen
développant des combinaisons de marqueurs qui peameat théoriquement d’accroitre la
sensibilité et la spécificité d’'un test sériquenéime d’améliorer sa performance diagnostique.
En conclusion, la techniqgue de RT-PCR en templsesteune alternative intéressante aux

techniques de microarray. La faible quantité de émmlt biologique nécessaire et
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l'automatisation de cette technique permettenulntjfication simultanée d’'un grand nombre
de genes. Utilisée en premiére intention, la RT-RGRemps réel s’est montrée a la fois utile
pour le diagnostic mais aussi pour la découvertenol@veaux genes impliqgués dans la

physiopathogénie de difféerentes lésions.
[.3.5 - Les autres techniques de biologie molédrda

1.3.5.1 — Le profil génomique par utilisation decps a ADN

Les puces a ADN sont basées sur une technologitpiexl Elle consiste a étaler une série
de milliers de spots d’oligonucléotides de DNA dppe traits chacun contenant des
picomoles de séquence d’ADN spécifique. Ce pewt étre séquence courte de genes ou
d’autres éléements de DNA qui sont utilisés pourrtdgy un échantillon de cDNA ou de
cRNA (appelé cible) sous conditions hautement gtrites. Les puces a ADN peuvent étre
utilisées pour mesurer des variations dans lesaoikée’expression ansi que pour détecter des
SNP (Single Nucleotide Polymorphism). Les microgsraifferent dans la fabrication,
I'exploitation, la précision, I'efficacité et le Ga Des facteurs additionnels pour l'utilisation
des microarrays sont la conception expérimentdiesanéthodes d’analyses de données.
Exemples :

- La technologie affymetrixtilise la photolithographie et la chimie des msasolides pour
produire des biopuces contenant des centaines Hersnide sondes d'oligonucléotides
compactés a des densités extrémes. Les sondessuutes de maniére a maximaliser leur
sensibilité, leur spécificité ainsi que leur reprotbilité, permettant ainsi de faire la
différence entre le "bruit de fond" et les signallxtéréts, ainsi qu'entre deux séguences
cibles de structure tres proche.

Le principe de la technique affymetrix repose &xistence de séquences dites consensus qui
servent de références et doivent étre spécifiguesgene donné. Ces puces peuvent contenir
jusqu'a 1,6 million de spots. Chacune est compdsgegrand nombre d'oligonucléotides de
25 bases identiques qui sont synthétisés sur lka. puc

- D’autres équipements existent et notammentplate-formes ILLUMINA L'analyse du
transcriptome du cancer a permis de caractériserdfl d’expression génique associé au
cancer et d’'identifier des genes spécifiguemeregxqumeés par les cellules néoplasiques. Ces
genes sont des marqueurs candidats potentiels lgowtiagnostic, le pronostic et le

développement de thérapeutiques ciblées du cancer.
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L’analyse du trancriptome des tumeurs, principalgnpar la techniqgue de puces a ADN, a
permis d’identifier des profils d’expression géreggpécifiques de certains types tumoraux et
de mettre en évidence des associations entre dils pfexpression et des données cliniques
(Bertucci F 2002

Les niveaux d’expression des genes reflétés papuoe est une donnée absolue qui n’est pas
directement informative. C’est la comparaison eptrees qui fournit une donnée relative : le
rapport des niveaux observés entre une conditimoité (ou référence) et une condition test
est exploitable. Pour chaque gene, c’est le rappare ses niveaux d’expression mesurés

dans des conditions différentes qui est informatif

1.3.5.2 - La technique de séquencage a haut débit

Le profil d'expression de génes dans un tissu swcdiules en culture est souvent un point de
départ pour des études de génomique exploratoine. dhalyse en série de l'expression
génique (SAGE)\(elculescu VE, 1995C’est une technologie pour les études d'expressio
du géne qui peut offrir une couverture du transonpe entier, mais elle est lente et
relativement a haute intensité parce que chaquedai est généré pendant la construction
de la bibliothéque doit étre séquencé. L'inventeria technologie des puces a ADReése

AC 1994 ; Schena M 1996en combinaison avec des informations sur lesesgmps pour le
génome humain, a la possibilité¢ d'évaluer rapidemenprofil du transcriptome d'un
échantillon d'’ARN. Une technique récemment dévedepet la signature dite massivement
parallele, le séquencage (SSPMjgnner S, 2000 permet le transcriptome d'un échantillon
d'’ARN a déterminer, sans connaissance préalablgédome de l'organisme a étudier. Un
avantage est que la SSPM a plus de puces a ADhedtexpression des géenes inconnus peut
étre observée a partir de la séquence spécifiqemmiges d'acide nucléique sont nécessaires

pour la détection.

La SSPM s'apparente a la SAGE en ce qu'elle utlésesondes de courtes séquences pour
identifier les transcriptions, cependant, les témphes different quant & la méthode utilisée
pour la détermination des séquences. En SSPM, deerséage de lintégralité de la
bibliotheque se produit en parallele sur des millesbpar des cycles multiples de clivage
enzymatique suivie d'une ligature des adaptatdigsetes de maniere a identifier la séquence
révélée par le clivage enzymatique; par opposiddiADN de terminaison de la chaine de
séquencage de clones individuels dans SAGE. SSBM atilisé pour profiler I'expression

génique des lignées de cellules animalesgeneel CV 2003
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[.3.5.3 — La technologie SEREX

Cette technique consiste en un clonage d'expre$SIBREX) pour détecter des antigénes de
tumeurs humained_'analyse sérologique des antigenes par clonageréssion recombinant
(SEREX) a été utilisée par de nombreux laboratggegsmmunoscreen de banques de phages
A d'ADNCc produites a partir d'une gamme de typesatleles tumorales.

Le SEREX est une technique visant a isoler lesganés tumoraux qui ont entrainé des
réponses de haut titre d’'lgG chez les maladest Gfes méthode d'immunocriblage par le
clonage de génes, avec deux traits essentielsagdistinguent de «l'immunoscreening »
utilisé pour identifier les cibles, par exemple sld@s maladies auto-immuneSiKaroodi M
2010.

1.3.5.4 — La Protéomics

La Protéomics est I'étude des protéines a largelkiecht particulierement de leur structure et
de leur fonction. Les protéines sont des molécedsentielles des organismes vivants comme
elles sont le composant principal des voies méigibed et physiologiques des cellules. Le
terme protéomics a été utilisé pour la premiére & 1997 pour établir une analogie avec
génomics qui est I'étude des genes. Le terme praéest le mélange de protéines et de
génomes. Le protéome est 'ensemble des protémmasant les modifications réalisées a un
ensemble de protéines produites par un organisman@ysteme. Cela variera avec le temps
et les besoins distincts ou les tensions présemaesine cellule ou un organisme. Pour

étudier le protéome, la spectométrie de masse M3XWS MALDITOF peut étre utilisée.

[.3.5.5 — La Glycomics

C’est un terme analogue a proteomics qui est |l&tdes glycomes ('association de sucres a
la fois libres ou présents dans des molécules gdngplexes de I'organisme), incluant des
aspects génétiques, physiologiques, pathologigtiesutes Kiyoko 2008 ; Srivastava S
2008. En effet, de nombreuses modifications post-traducetiea ont permis de mettre en
évidence un certain nombre d’antigenes de tument kKlmique modification consiste dans

I'altération de son profil de glycosylation.
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Il — La détection des marqueurs tumoraux dans le sa périphérique
[I.1 — Les cellules cancéreuses circulantes

Les métastases sont la principale cause de déezsleh patients présentant des tumeurs
malignes solides épithéliales, comme le sein, lecea colorectal et le carcinome de la
prostate. Certaines études suggeéerent que la déteuwle métastases, a un stade trés précoce
ou le cancer est considéré comme strictement @& ghermettrait de débuter trés rapidement
un traitement adapté et améliorerait la survier demséquent, comme démontré dans des
études récentes, la détection de cellules tumorikseminées dans le sang périphérique
pourrait avoir des conséquences cliniques par ragpopronostic de chaque patient et de la
tenue ou la surveillance du traitement. Cependamareté des cellules tumorales disséminées
dans le sang périphérique rend l'application dénigces sensibles obligatoires pour leur
détection Zieglschmid V 2005 Depuis quelgues années, le développement de temwiq
sensibles d'amplification génique (RT-PCR) a perdiabjectiver la présence de cellules
tumorales circulantes chez des patients dont iEses de stadification initiaux avaient classé
leur tumeur comme cliniquement localis&a( GV 1998 ; Xenidis N 2006 ; Allan AL 2010
La RT-PCR, combinant une étape pré analytique idleesement avec l|'évaluation de
marqueurs moléculaires de tumeurs exprimeés darceliedes tumorales disséminées, fournit
un outil puissant dans la détection des cellulesotales disséminées avec une grande
sensibilité et spécificité. La détection de celulaumorales disséminées dans le sang
périphériqgue des patients atteints de cancer paP®R peut également étre une méthode

intéressante pour la sélection des patients emanetraitement adjuvant.

La circulation des cellules cancéreuses dans lg gare un role central dans le processus
métastatique. Leur nombre peut étre tres petiesetdchniques de détection doivent étre a la
fois sensibles et spécifiques. La Polymérase Ciggiotion (PCR) a été utilisée pour détecter
un petit nombre de cellules tumorales dans lesezarftématologiques dont les anomalies de
I'ADN sont suffisamment homogéneshan K C A 200) Les marqueurs tumoraux ont été

développés afin de détecter des affections maligrésoces.

Des études ont utilisé '’ARNm comme marqueur delules tumorales dans le sang

périphérique chez des patients présentant des ta#as distance.
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Plusieurs articles ont démontré que 'ARN messéatggr dégradé en quelques secondes dans
le plasma et le sérum. L'existence de I’ARN cirntilest une découverte remarquable parce
que I'ARN est plus instable que 'ADN a cause delanucléase qui est présente dans le
plasma Tsui NB 2002 ; Hasselmann DO 2001 ; Ng EK 20Q2 stabilité de la molécule
d’ARN circulant a été étudiée chez les sujets nosmet il a été montré que la stabilité de
I’ARN est dle a son association sous forme de cexepavec des lipides, des protéines, des
lipoprotéines, ou des phospholipides dans le plasteaqui pourrait le protéger de la
dégradation par la ribonucléaség(EK 2002.

L’ARNm transcrit dans les cellules cancéreuses j@dng détecté dans le sang, la moelle
osseuse et les ganglions lymphatiques par RT-P@Rlda différents types de cancer.

Les marqueurs ARNm communément évalués comprenieentytokératines 18 et 19,
mucine épithéliale (MUC1), l'antigéne carcinoemimyaire (ACE), la MGB, le CD44 et la
Maspine(Silva JM 200)L

[I.2 - La localisation et letransport intracellulaire de TARNm dans les celldes

La localisation de 'ARNm est utilisée par diffetentypes de cellules polarisées pour
exprimer localement des protéines spécifiques msi aiestreindre leur distribution & une
région particuliere du cytoplasme. Ce mécanismeed#f possibilité de réguler localement
I'expression de ces protéines. Le transport eidalisation d’ARNmM spécifiques joue un role
important lors du développement des organismes icallltlaires, ainsi que dans des
processus biologiques tels que la transmissionpsignee, la mobilité cellulaire et la division

cellulaire asymétriquedole CN 200%

[1.3 - Les caractéristiques et I'origine biologiquede '’ARNm circulant

Bien qu'il n'existe pas d’étude sur l'origine d&RIN circulant, il est logique de penser qu'il
vient des cellules circulantes. Cependant, il efficike de déterminer si la différence de
profils d'expression génique entre les patientsirdt de cancer et les sujets normaux est la
réponse des cellules sanguines dans un contextelggijue ou est le reflet direct de
I'expression des génes des cellules cancéreuses.

La mort cellulaire, en particulier par apoptosd, p=ut-étre le mécanisme responsable de la

libération des acides nucléiques dans le plagaiar S 200} En effet, I'apoptose des cellules
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pourrait libérer les acides nucléiques des corgpiapiques(Halicka HD 2000. Une partie
de I'ARN circulant pourrait provenir de cellulepoatotiques présentes dans le plasma.
(Hasselmann DO 2001 ; Ng EK 2002

La faible quantité de matériel biologique nécesseir’automatisation de la technique de RT-
PCR en « temps réel » permettent la quantificagiorultanée d’un grand nombre de genes.
Utilisée en premiere intention, la RT-PCR en temge s’est montré a la fois utile pour le
diagnostic mais aussi pour la découverte de nowvegénes impligués dans la
physiopathogénie de différentes Iésions.
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PARTIE

EXPERIMENTALE



L’introduction du travail expérimental

| — Le positionnement et la pertinence biologique

Les épanchements péritonéaux inflammatoires naettieux peuvent contenir des cellules
tumorales dans le contexte des rares tumeurs pramitiu péritoine (mésothéliome, tumeurs
mucineuses...) ou dans le cadre de métastases darturhes origines les plus fréquentes
sont les cancers de l'ovaire et les cancers dfge@stomac, colon, pancréas). Nous nous
sommes intéressés particulierement a ces tumeuosigide épithéliale glandulaire

(adénocarcinome), de loin les plus fréquentes sadseancer.

Le diagnostic précoce d'invasion péritonéale esiciat pour la survie du patient. Le
traitement est adapté selon la tumeur primithigi¢h SY 1995 ; Hassan R 2006 ; Fukumoto Y
2006 ; Noack F 2000, Hutton HL 2007, Davidson B&0®&oppe MJ 2006 ; McCluggage
WG 2005 ; Prat J 200Q5Le diagnostic peut étre d’autant plus intéresdans les formes trés
précoces, (ex bilan per-opératoire de résectionotal®) ou les micro-invasions sont
recherchées par lavage du résidu péritof®ahmidt P 2001 ; Tamura N 2007 ; Wang Z
2005 ; Wolfrum F 2005 ; Yamamoto M 2007, Hruban 48 ; Calaluce R 1998

Aucune des techniques actuelles (ou en cours ddapiement) ne permet I'analyse directe,
automatisée, multiparamétriqgue (typage, morphologiaétique), de grands volumes de

suspension cellulaire, pour la détection spécifideeellules trés minoritaires.

Les tests biologiques moléculaires pour le diagoastvitro sont nombreux, variés et en

pleine expansion (immunodosages, immunodétectiofgdie moléculaire).

Inversement, les explorations cellulaires sont end¢mes peu développéeRacila E 1998

Les principaux diagnostics sont encore effectuéss des méthodes manuelles (analyse
cytologique au microscope sur frottis colorés).e&llsont consommatrices de temps et
dépendent de la forte qualification de I'opératdtites sont donc colteuses, peu sensibles,
peu reproductibles et peu performantes. Pourtanbésoins sont grands notamment pour le
diagnostic de cancers et d’hémopathies, d’infestibactériennes ou virales, le diagnostic
anténatal, I'évaluation (et optimisation meédicowmmique) du traitement (maladie

résiduelle, immunothérapies) et pour un dépistageqee de récidives.
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Il — Les objectifs de I'étude

Le diagnostic des carcinoses péritonéales est sbulifficile. La méthode de référence
repose sur I'analyse manuelle par microscopie oléidrcolorés. Cette technique est longue,
pénible et trés opérateur-dépendante. Sa sensitelite trés modeste (60-70%). De plus, si
les cellules tumorales peuvent étre identifiées lsurs atypies morphologiques, il n’est
généralement pas possible d’identifier leur origiissulaire. Cette information est pourtant
tres importante pour la conduite thérapeutigue.miiuno-cytologie peut aider a
I'identification cellulaire en détectant des mangeseprotéigues. Cependant, ces marquages
manquent de spécificité notamment du fait de lgjestibité et de I'imprécision de leur
lecture. De plus, plusieurs marqueurs ont été @écomme caractérisant partiellement
certains types tumoraux mais l'immuno-cytochimie permet pas de les analyser en

combinaison.

Le but de cette étude est de caractériser précigéle® composants cellulaires de liquides
d’ascites de différentes origines et d’évaluer dagibilité de ces techniques de distinguer la
nature tumorale. Nous cherchons également a poovieinter le diagnostic sur une origine
tissulaire de la tumeur.

1- Caractérisation d’anticorps candidats. Mise au pdenmarquages multiples sur des
lignées (4 a 5 marqueurs). Validation (sensibjligpécificité) sur des échantillons
cliniques (liquides d’épanchement).

2- Détermination de marqueurs moléculaires. Mise dntpe techniques de RT-PCR
en temps réel. Evaluation de leur valeur diagnastiq

3- Validation sur des échantillons cliniques. Confatioin aux données cliniques et a

I'examen cytologique classique.

Nous souhaitons trouver un moyen technologique pewiétection et la caractérisation de
cellules tumorales dans des liquides péritonéawstimbo A 2006; Joachim G 199%es
cellules seront caractérisées par des critereshotmgiques, des marqueurs glycoprotéiques

ou leur précurseurs (ARNm).

lll — L’'obtention des prélevements

Les échantillons proviendront de deux groupes diemta: causes inflammatoires

(cirrhose, insuffisance cardiaque), ou adénocanceso de différentes origines (digestives,
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gynécologiques..). Par souci de confidentialit§, éehantillons ont été clairement identifiés
par un code anonyme et une date. L'inclusion défmiétait conditionnée par la possibilité

d’'un diagnostic histologique précis et définitif ket consentement explicite du patient a
participer a I'étude apres information adéquates ldonnées anamnestiques, cliniques,
histologiques et évolutives concernant les patiehtsur maladie ont été recueillies.

Les prélevements sont des échantillons d'asciteSley@s a titre diagnostique ou

thérapeutique. Différentes sources permettronttditibdes ascites d’origines inflammatoires
ou de difféerentes causes tumorales : Institut dec@alogie de la Loire, service de Gastro-
entérologie du Centre Hospitalier Universitaire Saint-Etienne et service de Médecine
Interne de I'HOpital de Saint-Chamond.

IV — La mise au point des techniques utilisées dame travail

IV-1- La cytométrie en flux : mise au point des maguages quatre couleurs
IV.1.1 — La sélection des anticorps pour le marqeaguatre couleurs

Les anticorps ont été sélectionnés sur des ligogladaires tumorales de différentes origines
tissulaires (sein- ovaire - pancréas— colon+e)foainsi que sur des cellules
hématopoiétiques. Cette étude a été réalisée @ficata afin de s’assurer de la
reproductibilité des résultats obtenus. L’anticoapsi-Ep-CAM marquait spécifiquement les
lignées cellulaires tumorales d’origine épith@iplar rapport aux cellules hématopoiétiques,
mais sans restriction du type tissulaire (p=0.01f8Ndis que le CD45 était exprimé
uniquement par les cellules leucocytaires (PBMGP(P15). Ces deux anticorps ont donc été
sélectionnés pour marquer les cellules circulamtesmarquages quatre couleurs afin de
distinguer les cellules tumorales des cellulesamfhatoires (figure 14). L'expression du
marqueur CA15-3 n’était pas comparable entre lex tignées cellulaires tumorales du sein,
MDA231 et MCF7 (p=0.05) (1405 MD, 17569 MD: médtande fluorescence,
respectivement). Par contre, son expression éggiifisativement plus élevée pour la lignée
MCF7 par rapport a toutes les autres lignées (0Lt différence d’expression au niveau
des deux lignées de sein peut étre expliquée paivéau de dédifférenciation élevée de la
lignée MDA231. L’anticorps anti-CA125 présentaiewpécificité significative pour la lignée
tumorale de I'ovaire Ovcar3 (66176 MD) en compamiavec les autres lignées (entre 195-
800 MD, p=0.0005). Nous avons donc conclu quetitanps anti-CA 15-3 et I'anticorps

anti-CA125 étaient les plus intéressants pour nargies cellules circulantes d'origine
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gynécologigue dans des épanchements. Les ligndapuan Ht 29, Bxpc3 et colo205
exprimaient de maniére plus importante le CA 1%946 MD, 10061 MD ,70886 MD,
respectivement) par rapport aux lignées de seavaite, du foie et du poumon (entre 143 et
701 MD). La villine avait une expression notabléquement sur les lignées Colo205, Ht29 et
HepG2 (respectivement 6496 MD, 2231 MD, 5482 MDgsQeux marqueurs ont été
sélectionnés pour le marquage quatre couleursndeatia détection des cellules tumorales

d’origine gastro-intestinale dans les épanchem@gise 14).

Enfin, nous avons étudié la sensibilité de ces oars dans des épanchements trés pauvres
en cellules tumorales par simulation en réalisastsEries de dilutions des lignées cellulaires
tumorales dans des PBMC. Ces tests ont éte redligés a des temps différents. Nous avons
observé que la sensibilité du marquage a permigtiter 10 cellules cancéreuses parmi 10
PBMC avec les marqueurs CA 15-3, CA 125 et CA 19-9.
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Figure 14: Les anticorps sélectionnés selon I'origine tiss@ai
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Certains anticorps montrent une spécificité retatpour une origine tissulaire alors que
d’autres marquent les cellules épithéliales tunesrabns restriction de type.

IV.1.2 — Le test du marquage quatre couleurs

IV.1.2.1 — Le marquage quatre couleurs pour lebButes d’origine gastro-
intestinale
Le marquage quatre couleurs pour les cellulesléisss gastro-intestinales a été testé sur 3
lignées digestives, 2 du colon (HT29 et colo205) dti pancréas (Bxpc3). 74.8% des cellules
Colo205, 30.6% des cellules Ht29 et 52.6% des lesllBxpc3 étaient positives pour ce
marqueur. L'expression du marqueur CA 19-9 étdfédinte entre les deux lignées du colon
(p=0.0005) et entre les lignées du colon et du gasc(HT29- Bxpc3 ; p=0.0035) (Colo205-
Bxpc3 ; p=0.008).
Néanmoins, le CA 19-9 présentait une spécificiterpes lignées digestives puisque 30 a 75
% des cellules étaient positives pour ce type laggualors que pour les autres lignées (sein-
ovaire- poumon-foie) les valeurs étaient toutegriefires a 3% (p=0.0005). La villine était
peu exprimée par les cellules des lignées digestivecolon et du pancréas (entre 1 et 7%
étaient positives). Bien que la villine soit noreraknt exprimée uniquement au niveau
digestif (Moll R, 1987, d’apres nos résultats sur les lignées, 30%cdlsles HepG2 (foie)
et entre 5-15% des cellules MCF7 et T47D (seinpBtgositives pour ce marqueur (figure
15).
En conclusion, le marquage des cellules gastratinges quatre couleurs présentait une
spécificité intéressante pour les lignées tumordigsstives avec le CA19-9. Par contre la
villine n'a que peu d'intérét pour la détection de type tissulaire. Ce marquage quatre
couleurs a été testé sur les épanchements camprdesiétés des cellules tumorales des
lignées cellulaires ne peuvent pas étre assimiléestement a celles des cellules cancéreuses

présentes dans un organisme.
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Figure 15: Spécificité du marquage quatre couleurs sur deséks cellulaires d’origine

gastro-intestinale.

A : Mcf7 ; B: Ovcar3 ; C: MDA231 ; D : Bxpc3 ; Ht29 ; F: Colo205.

IV.1.2.2 - Le marquage des cellules d’origine gyiégique

Le marquage des cellules tissulaires gynécologiquexdé testé sur 3 lignées cellulaires
tumorales du sein (MCF7-T47D-MDA231). Entre 57 8t49% des cellules MCF7 et T47D
étaient positives pour le CA 15-3 contre 2-8% plegr cellules MDA231 (p=0.01). Le fait

que la lignée MDA231 soit trés dédifférenciée exydi probablement cette différence entre

lignées de méme origine tissulaire et pour la sdéel’étude, seules les lignées T47D et

MCF7 ont été considérées.

Les autres lignées (ovaire —colon —poumon -pasgmataient pas marquées par le CA15-3

sauf pour la lignée du pancréas (5-10% de cellubsgives).

75




Le marqueur CA125 était significativement plus éxygr sur les cellules de la lignée
ovarienne Ovcar3 que sur les autres lignées (pS).@& plus, entre 22 a 26% de cellules de
cette lignée étaient marquées a la fois par le Cébpar le CA125.

Bien que ces premieres données aient été obtemersirade lignées cellulaires tumorales et
non directement sur des cellules cancéreusedjdaiion associée dans un marquage quatre
couleurs du CA15-3 et CA125 semblait présager utitéupour le diagnostic des

épanchements malins d’origine mammaire ou ovari¢ingere 16).
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Figure 16 : Spécificité du marquage quatre couleurs sur dgeéles cellulaires d’origine
gynécologique.
A : MDA231 ; B: Mcf7 ; C: Ovcar3 ; D : Bxpc3 ; Ht29 ; F: Colo205.

IV.1.3 — Le marquage quatre couleurs sur les épaaatents

Les épanchements constituent un milieu dans ledjtférents types de cellules sont a I'état
libre. Il a été trés difficile de sélectionner desllules épithéliales circulantes dans ces
épanchements, nous avons alors essayé de sélectides cellules épithéliales via

'expression de PEp-CAM sans expression de CD45|'expression des marqueurs
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spécifigues (CA 15-3, CA 125, CA 19-9, villine) let sensibilité et la spécificité ont été
étudiées comme sur les lignées cellulaires tumardle seuil de détection a été défini de
maniere a ne prendre en compte que les lignéesralesqour lesquelles le pourcentage de
fluorescence Ep-CAM+CD45- était supérieur a celubteau pour les cellules
hématopoiétiques (0.2%) et pouvant étre considénéme du bruit de fond (données non

montrées).

Les deux marquages ont été testés sur 30 épanctseduen le diagnostic avait eté établi par
cytologie, pour définir leur I'efficacité dans leagnostic des épanchements malins d’origines
digestive et gynécologique. Le seuil de discrimoratdes cellules tumorales a été placé de
maniere a ne prendre en compte que les épanchemalits pour lesquelles le pourcentage
de fluorescence Ep-CAM+CDA45- était supérieur aiaddtenu pour les épanchements bénins
(0.2%). Les deux marquages ont permis de distindasr épanchements malins des
épanchements bénins via le marquage Ep-CAM+CD4Bst (¢* pour le marquage
gynécologiqgue p = 0.0026 et pour le marquage gastestinal p = 0.003). Par contre, les
deux marquages ne permettaient pas de difféerelesegpanchements d’origine digestive et
gynécologique des autres types d’épanchements &auxdexemple : marquage présent sur

les épanchements secondaires a un cancer du paumon)

En conclusion :

Nous avons misu point des combinaisons de marquages pour iggntdrigine tissulaire
des cellules tumorales en CMF. Cette méthode niéeabatiliser des anticorps directement
couplés. Les anticorps spécifiques de cellules tahlas disponibles dans le commerce sont
rarement couplés a des fluorochromes. Nous avomegttre au point un moyen permettant
de distinguer des cellules tumorales d’origine mainen ou ovarienne ou colique et
pancréatique mélangées a des cellules hématopmgtigang périphérique). Le protocole
apparait tres sensible. Les résultats préliminamestrent que les marquages sur des
échantillons pathologiques sont bien moins speaafqque sur les lignées. Nous avons
notamment pu observer des marquages atypiquesghgication phénotypique et clinique

de ces phénotypes aberrants reste a élucider.

La sensibilité de détection devrait permettre decdedre progressivement au dessous de 100

cellules par ml (seuil obtenu en cytométrie en)flsoit & moins de 1/2@ellules nucléées.

77



Cependant, cette technique n’a pas pu étre utifieéela réalisation de notre projet du fait de

sa spécificité insuffisante.

IV.2 - La biologie moléculaire : mise au point degechniques de RT-PCR quantitative

Pour mettre au point les techniques nécessaires §tadier I'expression des marqueurs
moléculaires dans les épanchements péritonéauwus aeons choisi la RT-PCR comme
technique la plus sensible et la plus spécifiqapgiquer dans ce travail, et pour obtenir des
résultats fiables et reproductibles, nous avonsaéténés a optimiser toutes les étapes de la
RT-PCR, de la méthode d’extraction de 'ARN, latgment de ’'ARN a la DNase, le choix
de la reverse transcriptase et des amorces dadto RT-PCR, la quantité et la pureté de
I'échantillon de 'ADNc et la recherche d’'un gene thénage. Nous avons pu démontrer

'importance de la qualité de 'ARN obtenu a padé I'épanchement péritonéal.

IV.2.1 — La recherche d’'un géne de ménage approprié

Pour interpréter les mesures quantitatives de risgion génique dans les échantillons
liquidiens, une normalisation est nécessaire pourger les variations introduites au cours de
la préparation de I'échantillon telles que la cguéadie I'ARN ou l'efficacité de la PCR. Dans de
nombreuses études, un seul géne de ménage esé yiur la normalisation. Dans cette
étude, nous avons mesuré par RT-PCR quantitativereps réel I'expression de trois genes
frequemment utilisés comme génes de ménage daéshihitillons de liquide péritonéal des
patients. Ces genes sont [&actine, la glycéraldéhyde-3-phosphate déshydragina
(GAPDH) et la protéine ribosomale (RPLPO).

Les résultats de la figure 17 montrent que le RPEBt le géne de référence le plus stable et
le plus homogéne pour les échantilllons de nouwdeétLa GAPDH était moins stable et tres
variable sur les différents échantillons. Pouraiad patients, |@-actine présentait un double

pic au niveau de la courbe de dissociation.
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Figure 17 : Comparaison de I'expression de plusieurs génes @gage dans les cellules de

liquides péritonéaux de 15 patients.

Nous avons ensuite vérifié que les résultats olstpour chaque patient étaient reproductibles

dans le temps et avec différentes préparations N'ARRaux conservés a -80°C (figure 18).
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Figure 18 : Reproductibilité des résultats obtenus avec le g&PePO

8 9

Nous avons validé le géne endogéne de controle RP&f RT-PCR quantitative pour
analyser I'expression des genes dans les asc#gmtents.
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IV.2.2 — Le clonage dans le vecteur pDrive du géene de mén&jelLPO et
préparation d’'une gamme standard
Nous avons préparé par clonage de la séquence d’Aamplifiee dans le vecteur pDrive

(3850 bp) un plasmide de référence spécifique de §PLPO (figurel9).
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Figure 19 : Le vecteur pDrive

Nous avons pu déterminer un nombre de copies dwe dg&ALPO par rapport a la
concentration du plasmide ce qui nous a permis émid une gamme standard du géne
RPLPO.

Pour la gamme standard, une série de dilutionD¥edpies & 500 copies a été préparée (figure
20).

Delta Rn vs Cycle
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Figure 20 : Résultats de PCR quantitative en temps réel datange de plasmide RPLPO.
Les points de gamme sont®1Q@, 1¢*, 10° et 500 copies.
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Le calcul d'une droite étalon du gene RPLPO
Une courbe standard a été calculée en utilisamali/ae de régression linéaire. La courbe
d'étalonnage a montré une relation linéaire eesesbleurs de Ct et le logarithme du nombre

de copies (figure 21).
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Figure 21 : Calcul de la droite de référence montrant le nive@uluorescence exprimé en ct

en fonction du log du nombre de copies.

IV.2.3 — La mise en place de la RT-PCR quantitative pour daantification de
'ARNm de différents marqueurs tumoraux
La quantification de I'expression des marqueursénuhires au niveau de '’ARNmM devrait
étre plus sensible et plus informatif pour la cure. Notre travail a donc porté sur la mise au
point d'une méthode de RT-PCR qui permette d'obtdas résultats fiables, standardisés et
reproductibles pour la quantification de I'expresside ces marqueurs moléculaires dans les

épanchements malins.

Nous avons donc choisi d’étudier I'expression d#édints marqueurs moléculaires au
moyen de la RT-PCR quantitative en temps réel diBmaluer leur intérét dans le diagnostic
des épanchements malins et dans le diagnosticratiffél entre épanchements malins et
bénins. Les marqueurs ont été choisis selon lérdifire et par rapport a leur intérét en

clinique.
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Nous avons aussi choisi d'utiliser une méthodeulmtification absolue pour éviter le biais

du géne de ménage en utilisant des courbes staspiéediques pour chaque géne mesuré.

IV.2.3.1 — Le dessin des amorces
Le logiciel Primer Express d’Applied Biosystemsta atilisé pour déterminer des amorces
spécifiques pour chaque gene étudié. Chaque olaj@otide a été testé sur le programme

BLAST pour vérifier la spécificité des séquencdsd®nnées.

Tableau 2 : Séquence des amorces choisies a l'aide logiciel PrimerExpress pour

chaque marqueur tumoral étudié.

Géne Amplicon | Sequence des amorces sense et antisensg Accessior] Exon
(bp) number
RPLPO 98 5-GGCGACCTGGAAGTCCAACTAC-3’ NM_001002 2-3

5-AGACAATGTGGGCTCCAAGC-3’

EP-CAM 68 5-CTGAATTCTCAATGCAGGGTCTAA-3’ NM-002354 7
5-AACTGCTATCACCACAACCACAA-3’

CEA 58 5-GCCCTGGTTGCTCTGATAGC-3' NM-001712 6
5'-CGGTCTTCCCGAAATGCA-3'
CLDN1 63 5-GCAACCCGTGCCTTGATG-3 NM-021101 2
5-GGTGGCCACAAAGATTGCTATC-3
CLDN4 54 5-GCTGGCCAGGATAGCTTAACC-3’ NM-001305 1
5'-GCCAACGCCGATGCA-3
CLDN7 188 5-GGCCACTCGAGCCCTAATG-3' NM-001307 2-3
5-CATACCAGGAGCAAGCTACCAA-3
CLDN18 70 5-CACCTCCGTGTTCCAGTACGA-3 NM-016369 1
5-GCATTCGGTGAAGCCTGAA-3’
CK19 64 5-GAACCAAGTTTGAGACGGAACAG-3 NM-002276 2-3

5-CGCAGGCCGTTGATGTC-3

CK20 61 5-CTGCAAAATGCTCGGTGTGT-3 NM-019010 2
5-TGAAGTCCTCAGCAGCCAGTT-3

MUC1 59 5-ACGGGTTCTGGTCATGCAA-3 NM-002456 2
5-TGGGTAGCCGAAGTCTCCTTT-3

MUCS5AC 55 5 -TGAGCTGGGATGCCCAAAT-3’ NM-017511 1
5-GGCCCAGGTCTCACCTTTC-3’

MUC16 69 5-CGCTGGACATAAACTTGGAATCT-3’ NM-024690 3
5-TTCTCTCATATGGGCTGCTTTTC-3

VILL1 58 5-CAGGTGTGGCGCATTGAG-3 NM-007127 10-11
5-GGCCTAGCCACTTGGAATCC-3
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Chaque couple d’amorce a été testé en ajoutantconbe de dissociation a la suite du
programme PCR : la présence d’'un seul pic pourwhaghantillon confirme la spécificité de
la PCR (figure 22).
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Figure 22 : Courbe de dissociation pour 'amplicon RPLPO

IV.2.3.2 — La réalisation d’'une courbe étalon palraque géne des marqueurs
tumoraux
De la méme maniére que pour le géne RPLPO, noussgu@éparé un plasmide de référence
dans le vecteur pDrive pour chaque géne étudi€lpange. Chaque gene est amplifié et le
produit PCR est vérifié par électrophorése (fig@®. La bande d’agarose contenant

I'amplicon est découpée et 'ADN est purifié poarcddonage par les techniques classiques.

1 2 3 4 5 67 8 9 10 11 12

1 Marqueur de taille : 100 bp ladder (Eurogentec)
2/3 MUC1

4/5 CK20

6/7 CK19

8/9 CLDN18

10/CLDN4

2 Marqueur de taille : 100 bp ladder (Eurogentec)

Figure 23 : Electrophorése des produits PCR sur gel d'agarésglés sous UV au bromure

d'éthidium.
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La bonne insertion de I'amplicon dans le vecteuriy® (3850 bp) est vérifiée par digestion
enzymatique (figure 24)

Marqueur de taille : 100 bp ladder

RPLPO : 98 bp

3 CEA :58 bp

4 Ep-CAM : 68 bp
5 CLDN1 : 63 bp
6 CLDN4 : 54 bp
7 CLDN7 : 188 bp
8 CLDN18 : 70 bp

9 Marqueur de taille: Small ladder

-
——
ps——
—
S
| —

10 Hyperladder (Bioline)

Figure 24 : Clonage dans le vecteur pDrive et vérification aésnes par digestion par

I'enzyme de restriction EcoRI.

Tous les plasmides ont été vérifiés par sequentagPCR en temps réel a été réalisée sur
des dilutions de plasmides par chaque géne étuetéparametres des droites étalon obtenues
indiquent que les conditions de PCR sont tres aféis (R2 = 0.99) et que la fluorescence

mesurée est bien proportionnelle aux quantitéseptés dans les échantillons (pente

théorique = -3.32).

Tableau 3 : Parametres des droites standard obtensgour chague marqueur tumoral.

Geéne Pente R2
RPLPO -3,3 0,99
EP-CAM -3,12 0,99
CEA -3,37 0,99
CLDN1 -3,31 0,99
CLDN4 -3,39 0,99
CLDN7 -3,31 0,99
CLDN18 -3,39 0,99
CK19 -3,43 0,99
CK20 -3,4 0,99
MUC1 -3,16 0,99
MUCS5AC -3,28 0,99
MUC16 -3,09 0,99
VILL1 -3,24 0,99
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Nous avons pu mettre en place des conditions ofgsmour I'étude quantitative de plusieurs

marqueurs tumoraux par PCR en temps réel.

IV.2.3.3 — La mesure du niveau d’expression d&Nan circulant dans le
sérum

Nous avons pu mettre au point une RT-PCR quanita&in temps réel pour mesurer le niveau
d’expression des différents marqueurs moléculaleess la premiere partie de ce travail (sur
des épanchements péritonéaux) qui nous a donné&édaltats fiables pour détecter des
cellules tumorales dans ces épanchements liquidiens

Pour la suite de I'étude, nous avons choisi leggoeurs ACE et CLDN4 qui nous ont paru
les plus intéressants pour étudier les ARNm cirdutians le sérum de 35 patients atteints de
cancer de différents organes et les comparer aafesuets normaux.

Comme nous avons utilisé le nombre de copies dePRPpour normaliser le nombre de
copies des genes chez tous les patients étud@medifférence significative dans le nombre
de copies du géne RPLPO a été observée chez tiemtpacancéreux ou chez les sujets
normaux (P>0,05).
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Le premier article:

Introduction

Le diagnostic différentiel entre effusions bénigeesalignes constitue un probleme clinique
important. La présence de cellules cancéreusesleiaépanchements est une question simple
lorsqu’un grand nombre de cellules atypiques estqart, mais peut poser plus de difficultés
lorsque ces cellules sont peu nombreuses et thffient visibles. Pour améliorer la détection
de cellules cancéreuses dans les effusions, deehesivnéthodes tres sensibles et spécifiques

semblent utiles.

L'analyse cytologique est la méthode généralemeoptée pour identifier les cellules
malignes dans les liquides péritonéaux et pleunauas elle ne semble pas étre assez sensible
(de 40 a 60%). L'étude moléculaire des biomarqueansrrait constituer une approche
complémentaire intéressante pour augmenter l'effcadu diagnostic dans ce type
d'échantillons biologiques. Il est probable auss Hutilisation de multiples marqueurs peut

étre nécessaire pour obtenir une corrélation ofiEeec I'histologie des cancers.

Pour ces raisons, notre objectif était d'améliteatiagnostic cytologique de malignité par la
guantification des marqueurs moléculaires CLDN1DPG84, CLDN18 et le CEA, Ep-CAM,

CK19, CK20, MUC1, MUC16. Cependant, malgré plusegiudes, I'expression quantitative
d'ensemble de ces marqueurs chez les patientsrearcéestent contradictoires et peu
concluantes et n'a pas encore été utilisée podétection de cellules tumorales dans les

épanchements séreux.

Dans notre étude nous avons quantifié I'expresseores marqueurs par RT-PCR quantitative
en temps réel dans les épanchements pleuraux dgong@&ux chez les patients atteints de
cancer évalué en comparaison des patients béntemtait de cirrhose hépatique ou

d’insuffisance cardiaque et d'évaluer leur utileé@ tant que marqueurs de diagnostic

différentiel des épanchements malins.
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Abstract

Claudin gene expression is frequently altered in human cancers. Our aim was to improve the cytology
diagnosis of malignancy in serous fluids with the quantification of claudins compared with various clas-
sic molecular markers using reaktime reverse transcriptese-polymerase chain reaction (RT-PCRY method.
Peritoneal or pleural effusions of 56 patients were assessed as malignant from histological analysis and 19.as
benign Claudin 4 was the most dgnificantly upregulated (68% ) marker in patients with malignant effusions.
In cytologically negative malignant effusions, claudin 4 was found increzsed in 818 fluids. Quantitative
AT-PCR is & sensitive method for the detection of free cancer cells in serous effusions.

Keywords: Biomarkers; Claudin 4; effusions; quantitative RT-PCR

Abbreviations AT-PCR, quantitative real-time reverss transcription-po
CLON, clauding T), tight junction; CLDN3, clawdin 3; CLDM4, daudin 4;

arase chain nsaction;
DM7, claudin 7; CLDM, clau-

din 1;CLDN 1D, claudin 10; CLON18, claudin 18; CEA, carcincemnbryonic antigen; Ep-CAM, epithelial

cell adhesion molecule; CK19, cytokeratin 19, CK20, ¢
RPkAL, RPM-1640 medium; FCS, fetal calf serum; DM

keratin 20; MILICT, mucin 1; MUC1S, mucin 16

|, dirmethybulfoxide; cOMA, complementa

DA
NTC, non-template control, FPLPO, ribosomal protein PO, Ct, threshold cycle; mRNA, rnessmgeplril'-l.ﬁ;
GAPDH, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; ICC, immunocytos hermistry, MUCSAC, mucin SAC.

Introduction

The differential diagnosis between benign and malignant
effusions represents a critical clinical problem. Cytological
analysis is the method usually adopted to identify malig-
nant cells in peritoneal and pleural fluids, but it seems
not to be sensitive encugh [ 40-60%). Molecular study of
biomarkers could represent an interesting complemen-
tary approach to increase the efficiency of the diagnosis
in these biological samples.

The claudin {CLDN) genes encode a family of 24 pro-
teins essential in tight junction formation and function
(TT}in epithelial and endothelial cells (Tsukita & Fumse
2000, Lim et al. 2008, Krause et al. 2008, Kulka et al. 2000).

Immunchistochemical localization of CLDN indicated
that CLDI were expressed along the entire length of
the lateral plasma membranes between epithelial cells,
including apical areas containing TT structures {Eulka
et al. 2009). It is thought that various claudin family
members can confer different properties to epithelial
cell permeability and account for some of the selective
variability of different barders. Two distinct pathways are
known for this transport: the transcellular and paracel-
lular pathways in which materials move across plasma
membranes and TTs, respectively [ Spring 1998, Tsukita
et al. 2000, Hou et al. 2008). The exact combination of
claudin proteins within a given tissue is thought to deter-
mine the selectivity and strength of the TJs. Recent gene
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expression profiling analyses have shown that claudin
gene expression is frequently altered in various cancers
(Morin 2005, Swisshelm et al. 2005). Several studies
have been done by immunchistochemistry showing
an expression of CLON in tumour tissues, For example,
CLDM2 and CLDM4 are frequently upregulated in owar-
ien, breast, prostate and pancreatic tumours (Michl et al.
2001, Hough et al. 2000, Long et al. 2001, Rangel et al.
20003, Kominsky et al. 2004, Tokes et al. 2005). CLDN7 is
downregulated in breast and head and neck cancer, but
elevated in gastric cancer (Kominsky et al. 2003, Johnson
et al. 2005). On the other hand, loss of CLDNT appears to
be associated with a more aggressive behaviour of breast
carcinoma | Kominsky et al. 2003, Sheehan et al. 2007).
CLDN1 is typically downregulated in varous cancers, but
has also been reported to be elevated in other studies.
CLDN1, CLDN10 and CLDN18 have been reported to
have prognostic value in colon cancer, hepatocellular car-
cinoma and in gastric cancer, respectively (Hewitt et al.
2006, Sanada et al. 2006, Resnick et al. 2005, Hoevel at al.
2002, Kramer et al. 2000, Cheung et al. 2005). Moreover,
clauding are surface proteins and for this reason may
represent useful target for varions therapeutic strategies.
Howeever, the expression pattemns of the whole family of
claudins in cancer and normal tissues have not been well
characterized.

In this study, we evaluated the quantitative expres-
sion of CLDN1, CLDN4 and CLDN18 in comparison with
a panel of molecular classic markers for the detection
of cancer cells in serous effusions, and to assess their
usefulness as differential disgnostic markers of primary
turmour tissues. It is likely that the use of multiple mark-
ers may be required to achieve optimal correlation with
histology of distinct original malignant diseases. For
these reasons, we have also decided to evaluate in our
cohort the quantitative expression of carcinoembryonic
antigen (CEA) which is one of the most common spe-
cific markers of tumours (Passebosc-Faure et al. 2005),
the epithelial cell adhesion molecule (Ep-CAM) which
is expressed in most of epithelial cells and epithelial
tumeours and usually overexpressed in the latter (Zhang
et al. 2007, Winter et al. 2003), two members of the
cytokeratin family (CK19, CE20), and two of the mucin
family { MUC1, MUC1E) which are usually preserved in
neoplastic cells, and may be useful to classify the pri-
mary sites of digestive or gynaecological cancers and
may be useful in predicting the primary sites of diges-
tive cancers [ Backus et al. 2005, Lee etal. 2003, Yu etal.
2001). Despite several studies, the overall quantitative
expression of these markers in cancer patients remains
conflicting and inconchisive and is still not used to detect
tumour cells in serous effusions.

In the present study, we have analysed the expression
of CLDN1, CLDN4, CLDIN18 and CEA, Ep-CAM, CK19,
CE20, MUC] and MUCLE by quantitative real-time

reverse transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCE)
in peritoneal or pleural effusions in patients with cancer
assessed by evtological analysis orwith hepatic cirrhosis
or cardiac failure as controls.

Methods

Patients

Serous effusions of 75 patients (43 female patients, age
range 42-90vears and 22 male patients, age range 48-85
vears), (67 ascitic and eight pleural fluids) were col-
lected prospectively from the Outpatients Department,
Cancerology Institute of Loire and Gastro-Enterology,
University Hospital Center of Saint Etienne and from the
Department of Internal Medicine, Hospital Center of
Saint-Chamond. The effusion fluids were collected in 21
autoclaved containers with 5000 units of heparin.

All effusions had a reliable diagnosis documented
by histological analysis of primary tumours which is
the standard in this study, and follow-up of the patients
could connect the effusion with the primary tumour The
pleural or peritoneal biopsies were performed only for
the diagnosis of mesothelioma or if the primary tumour
was not detected. Effusions from 19 patients with non-
malignant disease caused by hepatic cirrhosis (15) or
cardiac failure (4 ) were used as controls.

Among the 56 malignant effusions, 18 (32%) were
cytologically negative. The cancer prmary sites of
patients with malignant serous effusions are detailed in
Table 3. This studywas approved by the institutional eth-
ics committes.

Preparation of cells from serous effusions

Each fluid sample was centrifuged in 50ml tubes at
300 g for 10min at room temperature. Then, pellets were
pooled together, washed once and resuspended in RPRMI
1540 with 10% FCS. Fractions of 900 pl were distributed
in 1.5ml cryotubes containing 100 pl DMS0 and stored
in liquid nitrogen until use. When needed, aliquots were
thaweed in a 37°C water bath and then washed oncewith
Ca**/Mp**-free MaCl solution (0.01mal 1Y), and a cell
count was done.

RNA extraction

Total AMA was extracted by using an RNeasy Mini Kit
{Qiagen, Courtaboeuf, France ) accordingly to the manu-
facturer's instructions. Briefly, 500 pl of BLT solution was
used to lyse the cells. The lysed cells were homogenized
by the use of a column arise, and then 600 pl of ethanal
7% was added and the BMA was treated by the RiNase-
free DNase Set (Qiagen ). The solution was then washed
with 600 pl RW1 buffer and 500 pl of REP buffer. RMA was
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eluted in 30l of BNase-free water. Purified RMNA were
quantified by spectrophotometry at 260nm and stored
at -B0°C before use.

Reverse transcription PCR

Reverse transcription was conducted with the Dmniscript
RTKit for RT-PCR [ Qiagen) following the manufacturer's
instructions; 2l of DNTP 5mM, 2 pl of buffer mix 10x,
1l of Oligo DT, 1 pl of ORT and 0.5 pg total RNA in 20 ul
final volume were incubated for 1h at 37°C, then the
obtained cDMNA was stored at —20° C before use.

The primers were designed using the Primer Express
3.0 software { Applied Biosystemns, Foster City, CA, USA).
Primers for RFLPO were also used to check ANA integrity
and the efficiency of the reverse transcription step. The
sequences of the primers were designed to span splice
junctions or in two different exons sothat genomic DNA
contamination could be monitored {Table 1).

Quantitative real-time PCR

PCR reactions were perdformed with the ABI Prism 7500
(Applied Biosystems). PCR amplifications were per-
formed in a total wolume of 25 pl comprising & pl of cONA
template diluted 1:50 and 20l Master Mix Svber Green
PCR (Applied Biosystems) and primers at 200nM. The
program included a PCR initial denaturation of 10 min
at 95°C followed by 40 cycles of 155 at 95°C and 1 min at
60°C. Each experiment included non-template control
[MTC) for which the cDMNA was replaced by pure water All
PCR reactions were pedommed in duplicate or tiplicate.

Table 1. Sequences and features of the primers used for RT-PCH.

Claudin 4 as a new biomarker for serous effusions 3

Each pair of primers was tested by addinga dissociation
curve as a result of PCR. The presence of a single peak for
each sample confirmed the specificity of the PCR.

Preparation of the stardard curve

The plasmids RPLPO, CLDNI, -4, -18, CEA, Ep-CAM,
CK19, -20, MUC] and -16 were obtained by cloning the
amplified DMA sequence in thevector pDrive (3850 bp L.
The RPLPO reference plasmid was used to standardize
and determine the number of RPLPO copies compared
with the concentration of plasmid allowing us to define
a standard range of gene RPLPO (B97ngpl™). For the
standard range, a series of dilutions of 10° copies to 500
copieswere used. NTC controls were also included where
DMA has been replaced by pure water.

Standard curve

RPLPO was chosenin this study as a housekeeping gene.
A standard curve was caleulated using linear regression
analysis. The standard curve showed a linear relation-
ship between the values of Ct and the logarthm of the
initial plasmid copy number The amount of productina
sample was determined by interpolation from a standard
curve of Ctvalues generated by the serial dilution plas-
mid ranging from 10° to 500 copies of each plasmid.

Sitatistical analysis

The comparison of RPLPO mBMA levels among all
the patients examined was performed using the non-

N_ll:n: .H.-:cﬂlinu:uumb-u Sequence of sense and antisense pimers Localization Length

RPLPO AL co0 1002 FLGGCEACCTGGAMGTOCAACTAC 87 Exon 2-3 a8bp
F-AGACAATGTGE GCTCCAAGT -7

CLDML MM-oz1101 5GLAACCCGTGOCTTGAT G- Exon2 83bp
FGGETGECCACAAAGATTGCTATC 5"

CLDMa HA-001 305 5 GLTGGOCAGGATAGCTTAACT-5 Exon 1 Sdbp
FGLCARCGCCGATGDA-&

CLOM14 Hh-oEses 5 CACCTOCGTGTTOCAGTACGA-5' Exon 1 Tobp
FGLATTOGGTGAAGOD TGAA-3"

CEA HM-o01712 F.GLOCTGETIGCTCTGATAGC-8" Exon& s8bp
FUCGETCTTODCGAAATG LA

Ep-CAM Nh-o0z354 F.CTGAATTICTCAATGCAGGGTCTAA-T Exon 7 B8 bp
5. AACTECTATCACCACAACCACAA-T

CKis Hh-oozzTe FGAACCANGTTTGAGACGEAACAG. Exon 2-3 Bdbp
5COCAGGOOGTTGATGTC-3

L] HM-o1s00 5 CTECAANATGCTOG GTGTET-5 Exon 2 81bp
5-TGAAGTCCTCAGC AGCCAGTT-3

MUCL NM-o0zdss F.ADGGETICTGGTCATGLAA Exon 2 Edbp
F-TGEGTAGCCGAAGTCTCCTTT-57

MUC1s HM-oz4e=0 5 CGCTEGACATAAACT TGGAATCT-3 Exon 3 gabp

5-TICTCTCATATGGGCTGCTTTTC -2
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parametric Kmskal-Wallis test. Considering that we
defined a positivity threshold in copy number for each
marker, values messured by quantitative ET-PCR were
expressed as positive or negative. mAMNA values from
the various markers studied in groups of patients with
or without serons malignant fluid were compared using
the ¥? test. A p-value <0.05 was considered statistically

significant.

Results

Normalization of the method

To measure gene expression quantitatively in biologi-
cal specimens, normalization was necessary to correct
expression data due to varations introduced during
sample preparation such as the quality of RMA or PCR
efficiency. In most previous studies, a single housekesp-
ing gene was used for normalization.

In 15 samples of peritoneal fluids, the expression of
three different genes (f-actin, ghvceraldehyde-3-phos-
phate dehydrogenase (GAPDH ) and the ribosomal pro-
tein (RPLPO) frequently used as housekeeping genes to
study the stability and the homogeneity were measured
by quantitative RT-PCR. We found that RPLPO was the
most adapted gene in such samples, while GAPDH and
B-actin were demonstrated as quitevariable housekeep-
ing genes [ data not shown ).

We then checked that the results were reproducible
over time and with different preparations of total RNA
for each patient (data not shown).

Real-time PCR standard curves obtained for the
different gemes studied

Quantitative real-time PCR monitoring the fluores-
cent signal of each cycle allowed sensitive and specific
detection of CLDN1, CLDIN4, CLDN18, CEA, Ep-CAM,
CK19, CE20, MUCL and MITC16 mENA to determine
the absolute number in the different samples of serous
fluids from patients. For each of these genes, the assay
limiting value for sensitivity was found to be 500 cop-
ies. Each curve was obtained after three experments
repeated and constructed using data by plotting the Ct
(threshold cycle) value agrinst the input cDMNA concen-
tration (seral dilutions of pDrivewector) of samples.
The calculated threshold cycle [ Ct) reflects the quantity
of the starting targets, with lower Ct values reflecting a
greater amount of starting target molecules {0k et al.
2002 ). The Ct value decreased linearly with increasing
target quantity from 500 copies to 1 million copies.
For the different genes studied, the values for patient
samples were calculated with reference to the standard
curve [Figure 1 and Table 2. All plasmids were verified
by sequencing. The real-time PCR was performed on

dilution s of plasmids for each gene studied. The param-
eters of calibration lines obtained indicate that the PCR
conditions were very efficient (2 =0.299) and the meas-
ured fluorescence was proportional to the quantities
present in the samples (theoretical slope=-32.32). We
were able to establish optimal conditions for the quan-
titative study of several tumour markers by real-time
PCR | Table 2).

Amplification and subsequent data analysis with-
out post-amplification procedures such as gel electro-
phoresis could be achieved using a sequence detector
{ABI Prism; Applied Biosystems ). This will theoretically
reduce the possibility of laboratory contamination and
false positivity.

Expression lere of different markers in serous fluids
RT-PCR using CLONL, CLDM4, CLDN 18, CEA, Ep-CAM,
CE19, CK20, MUC] and MUCLE specific primers were

20
" '-'_"'-7._4_\_\_-__:::-_

3 4 5 ]
Log oopy mumber

——FRAPO_a  CLDHIE
—=—E CK19
A . K20
CLOMWT Wt

—tt— CLDMA MUCTE

Figure 1. Standard curves obtained with plasmids encoding a panel
of markers. Each curve was obtained with various plasmid concentra-
Hons, They were constructed using data from three experimenis repeat
by plotting the Ct (threshold cycle)value against the input cOMNA con-
centration (serial dilubions of pDrve-vector) of samples.

Table 2. Parameters of the standard lines obtained for each tumeur

marker

Plasmids Slope Iobercept I
RPLPO 3.3 ar.74 0.88
CLDRML N a7.88 0.88
CLIM4 ] 35.24 0.88
CLDM1e —3.23 37.75 0.93
CE& —3.37 5787 0.93
Ep-CAM -3.12 35.48 0.99
CK1g —3.43 28,85 0.99
CE20 =34 787 0.88
M1 =3.18 3414 0.88
MUIC1a —3.08 35.88 0,88
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performed with all of the 75 samples obtained in this
study. Relative guantification using RPLPO as the
reference gene was also applied for each sample. No
significant difference for the relathve RPLPO gene copy
numbers was observed in patientswith benign or malig-
nant effusions (p>0.05). The RPLPO copy number was
used to normalize the biomarker gene copy number in
all patients {data not shown).

The expression of CLDI1, CLOM4, CEA, Ep-CAM,
CE20 and MUIC] expressed in copy number is plotted in
Fignre 2.

We set up a threshold of positivity for each marker
defined as the value of the copy number just below the
highest one measured by real-time PCR in benign fluid
controls for each marker (significant 85%). Fluids with
higher copy numbers than these values were considerad
as malignant (p < 005).

Our study demonstrates that the Hmit copy number
was 95 725 for CLDM1, 28 908 for CDLM4, 33 191 for
CLDM18, 43 755 for CEA, 81 475 for Ep-CAM, 56 357 for
CK19, 21 430 for CE20, 22 952 for MUC] and 34 755 for
MUC1E.

(CopYy rambar
-]
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The percentage of positive fluids for all markers exam-
ined, except CLDMI1 B and CK19, were significantly highar
in the patients with malignant effusions than those with
benign effusions (p<0.05) (Table 3.

The rate of patients posithve for CLDMNY was 6E%
(p=0.0000001) in all malignant effusions group, 74%
{ p=0.0000001) in the gynaecological cancers group and
£1%: {jp=0,000006) in the digestive cancars group, and for
Ep-CAM 57% (p=0.000042), T0% (p=0.000003) and 43%
{p=0.004), respectively (Table 3). Only four malignant
effusions with negative madkers were detected by optology
{Table 4).

The addition of the percentage of patients positive for
CLDN4, Ep-CAM and CK20 molecular markers com-
hined with the percentage of patients positive for cytol-
ogy could enhance the detection of malignant effusions
48/56 (86%), pynascological cancers 20/23 (7% ) and
19/23 (83% ) digestive cancers, respectively, as shown in
Thbles 4 and 5. Ten patients were cytologically negative
but positive with molecular markers.

The rates of patients positive only in gynaecologi-
cal cancer effusions were 43% (p=0.004) for CLDON1,
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Figare 2, Box-plot showing the expression of CLIN1, CLDNa, CEA, Ep-CAM, CE20 and MUTL by real -dime PCR in serous fuids. The xods indi-
cates the Hssue origlo of effusons, the y-ads indicates the copy oumber of sach gene. Median walue and Ioterval Hmits ace iodicated for all the

markers stadied in each group of patients.
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Table 2. Quanttathre analysis of molecular marker expression by real-tme FT-PCR in effusions

e Mumber of positive fluids. (% of positive Auids)
cells P-m
Effusions megntive CLIYNI CLDN4 CLDN1B CEA Ep-CAM CK19 CEz0 MUCL  MUCLE

Dimgnosis (2] {n) 55725" e85 33151 43755" B1475" 55367 2ldAp® EmEER® S47sE
Benign 18 1= 1(E) 1(5) 1(E) 1(E) 1(E) 1(E] 1(E] 1(5] 1(5)
Malignant 58 18 20(86)  3a(s=) 18{28)  20(86) B2(57) 1z0) 2341} 1&(28)  15(27)

a.a1* Lodiaa0 .08 (X oy g old DT o.a3" L
Cynascological 23 T 1048 17 (74) 7(=z0) 10 (48]  18(70) 5(22) 10(48)  &(85) 10 [48)

D008 [T oo LG DT LW E] el ¥ o aape Xt o
Breast 15 a 5 (33) 10{&7) a{z0) 5 (33) 11(78) a(2a) 5(23) 4(27) 8 (40)
Thvary 8 1 s(sz  7(m) a0)  s(6z) 5(6z)  2(25) s  4fse)  4is0)
Digestive 23 o 5(26) 14 (1) 5(z2) 7(30) 10(48) a[13) 10(48) & (28) 8(13)

aar pL.opoas® oLy L [ X T ol a4 el et ol aor o4
Calon 8 3 2(26) Hi] 2{26) 1{12) 8(a7) alo) 5 [&2) 1{12) 1{12)
Pancreas 7 o a3(43) 5(71) 2(z8) 4(57) 4(57) 1(14) (43 3(43) 2(28)
Liver 5 5 1 (z0) L] 1{z0) 2 (a0 2 (a0 2(am) 2 [40) 2 () o)
Small intestine 1 1 o a o o o o o o] L
Stomach 1 1] o 1 o o 1 ] o o] L
Gall bladder 1 0 1 1 0 0 o =] o 0 0
Dthers 10 2 4.(4a0) 7 (Ta) 1(10) (80} &(B0) 2(B0) a(z0) 2 (2] 2 (20)

a.81% iLadaaa® oLE LT LX aay 0T a3 REF
Lung 4 o o) 4 (100) ool 1(25) 4(100) ofo) (o) o) o o)
Mesothelioma a a 2 () 183} 1(33) 1(33) 1(35) 2(B4) 2 (B8] 2 (B8] 2 (B8]
Kdney 1 1 o a o o o o o o] L
Prostabe 1 a 1 1 o 1 1 1 1 L] 0
Myeloid 1 1 1 1 o o L] =] o 0 0
leukasmia

“Limnit copy number was the value just below the highest one measured in benign fluid controls for sach marker by real -time PCR (significant 85%).

*Significant 55%

35% (p=0.01) for MUC] and 43% (p=0.004) for MUC16
(Table 2).

The quantitative analysis of molecular marker
expressionin control effusions is shown in Table 6.

Twio patients with benign effusions [cardiac failure
and hepatic cirrhosis ) were positive for CLDN4, CEA and
Ep-CAM markers and for CE20 and MUCI, respectively
{Table &). Although the copy number was moderately
increased, it cannot be excluded in those patients who
we did not have the opportunity to follow, who developed
a cancer or who presented an overexpression of markers
in a chronic inflammatory effusion.

Analysis of biomarker expression in cytologically
negative malignant effusions

Among the 56 effusions diagnosed as malignant by his-
tological analysis and patient clinical data, cytological
examination was negative in 18 {32%). Markers demon-
strated as able to discriminate significantly malignant
versus benign effusions (all except CLDN18 and CE13),
wiere measured in these fluids. At least one marker was
found increased in 10 out 18 effusions (Table 5). CLDMN4
and Ep-CAM and CK 20 were the markers mostfrequently
found to be increased.

DMscussion

Toimprove the detection of cancer cells in the effusions,
very sensitive and specific new methods appear to be
useful. The presence of cancer cells in effusions is a
straightforward issue when a large number of overtly
atypical cells are presemt but may pose more difficulty
when these cells are few and less conspicuous. The
detection of malignancy is hampered by the problem of
differentiating malignant cells from reactive mesothelial
cells. Therefore, it has been the practice to supplement
morphological examination of cytological specimens
with ancillary studies, of which immunocytochemistry
has become the most frequently applied (Bedrossian
1998), These techniques provide new insight regarding
the molecular characteristics of cancer cells in effusions,
and therefore are of potential interest from a biclogical
and therapeutic standpoint (Fetsch & Abati 2001). The
results of previous studies have suggested thata panel of
different molecular markers in the effusions can improve
the diagnostic power of cytological analysis in detecting
malignant cells (Brock et al. 2008, Mohanty & Dey 2003).
Recent studies using RT-PCR suggested the usefulness of
this method in the detection of cancer cells in effusions.
The RT-PCR test for some markers such as mammoglobin
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"Limnit copy mumber was the value just below the highsst cns

g Buid controls for each marker by real_thme POR [sigaificant 55%).

was found to be of higher sensitivity than routine cytol-
ogyin the detection of carcinoma cells [ Grunewald et al.
2002). The expression of the glycoprotein genes MUC
and MUCEAC was found to be a discriminator between
malignant end benign effusions using guanttatve
RT-PCR( ¥u etal. 2001).

In the present sindy, our simwas to demonstrate that
the quentitative expression analysis of several molecnlar
markers is 8 more sensitive and rapid method and that
it conld improve the yield of cytological anabysis for can-
cer diagnosis in serous effusions. We have developed a
real-time RT-PCR techoique to quantify the mENA copy
mumbers of three members of the clandin family (CLDNL,
-4 and -18} end we compared them with a panal of nsual

cancer-specific molecular markers in & large number of
benign and malignant serous fluids using plasmid dilu-
tions of cloned PCR fragments to-obtain more relishle and
reproducible quantification of these marker transcripts.

Exen ifthese markers have been studied at the mRNA
level, ome could expect them to be functional at the pro-
tein level according to the numermus publications that
heve studiad them by immunoeytochemistry in tissuss
or serous effusions (Kolka et al. 2008, Tokes et al. 2005,
Monte et al. 1987, Facchetti et al. 2007). Our results indi-
cate that the markers stndied are highly expressed in
serous effusions of tnmoral origins except CLDIVIE and
CE19, which were not significantly incressed compared
with benign finids.
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Table 5. Quantitathre analysis of molecul ket

lon by real-time PCH to cytologically negatye malignant efusioos.

CLDMNY CLDM4 CEA Ep-CAM CE20 M1
N- Age [prars)isex TDiagnosis B5736" 28808" AATES" BL4TE" FldE" EmEET
1 «F Breast - - - - - —_
-3 48F Breast - + - + - —
B ™™F Breast - - - - -
i aa8/F Breast + + + + + +
5 a8/F Breast - - - - -
-] 88/F Breast - - - + - —-
T aF Ovary + - - -
B a5/M Colem - + - - -
k1 anfM Colom: + + - - +
h1+] az/F Colom - - - - - -
11 M Liver - - - -
12 T3/M Liver - - - _ _
13 arfM Liver + + + + +
14 58/M Liver - - - - - -
15 7a/M Liver + + + + + +
18 THF Small intestins - - - - - -
7 81 Fidnay - - - - - -
18 aa/M Myeloid leukasmis + + - - -
Limnit copy mumberwas the value just below the highast one igm fudd ils fior each marker by real-time BCR (sigoificant sew).
Tibile 6. Quantitathre analysis of molesoul Teer ey by realtime PCH in comtral efusions.

CLDMY CLDM CEA Ep-CAM CE20 MY
Moo  Sexjage(yeams) Dringnosis 5725 28806° 4TTEE BL4TE Il4m0n AT
1 Biva Cordinie fafhars - - - - - -
2 M8 Cordinie fafhars - - - - - -
3 M/54 Cardiac fafhars - + + + - -
' Elso Cardinc fafhas - - - - - -
3 My Hepatic cirthasis - - - _
a E/ea Hepatic cirthosls - - - - - -
¥ M/as Hepatic ciothosis - - - - - -
B Eima Hepatic cirthosis - - - - - -
-] MTE Hepatic cirthosls - - - - - -
1] ElaB Hepatic cicthosls - - - - - -
11 M54 Hepatic cirthosls - - - - - -
13 M/'Ed Hepatic ciorhosls - - - - - -
JE] Men Hepatic cicchosls - - - - - -
14 Mag Hepatic cicchosls - - - - - -
15 Flas Hepatic cirthosis - - - - - -
18 M58 Hepatic cirrhosis - - - —
17 Flaz2 Hepatic cirrhosds - - - - - -
18 Ms7 Hepatic crrhosds + " +
15 M e Hepatic crrhosis — - —

"Lirnit copy mumberwas the valus just below the highest ons

g Fusd s foxr each marker by *—p{;_[igm:nn;'-}

Only CLDN4 and Ep-CAM were found increased in
all types of cancer tested and appeared to be the most
discriminant markers. CLDN4 appeared as the most sen-
sitive and discriminant marker for cancer diagnosis. The
combined use of CLDN4 and/or Ep-CAM and/for CE20
and cytology increased the efficiency of the diagnosis of
malignant effusions from 68% to B6% of patiemts. CLDN1,
MUCI and MUC 16 were incressed only in gynaecological

cancers. In cytologically negative malignant effu sions, at

least one molecular marker was found increased in 50%
of patients and CLDMN4 was the most sensitive. CLDMN4
exhibited several advantages compered with other
markers studied for optimal specificity and sensitivity
[Facchetti etal 2007). Mamyexplanations can be expected
for marker expression in cytologically negative effnsions.
First, the malignant cells could be too few to be visual-
ized by microscopy, their morphological abnormalities
are not characteristic enough to set up the disgnosis of
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malignancy and the disturbance of gene transcription
can explain why molecular markers can appear very
earlyin the malignant process. False-positive results can
be excluded because the analysis was repeated twio times
with a conserved copy number very increased.

The histological type of the primary tumours was very
heterogenecus and without commen features conceming
tumour size and grade in these 18 cases. Unfortunately,
we could not analyse by immunochemistry the orginal
tumnour tissues concerning their CLDMN4 and Ep-CAM
expression.

In conclusion, our study indicates that RT-PCR quanti-
fication of different markers in serous effusions is a valu-
able toolfor the detection of free cancer cells in the fluids.
Clandin family genes appeamd of greatinterest as CLDNA
was identified as the most sensitive and disciminant
marker for cancer diagnosis and CLDM] was increased
only in grnaecological cancers. From quantification of
molecular markers in cytologically negative malignant
effusions, CLDMN4 could be interestingly associated with
Ep-CAM and CE20 in a RT-PCR muliplex setting to
improve the efficiency of diagnosis.

Our study demonstrated that the ability to malignancy
in effusion specimens from cancer patients can be mark-
adly improved by the use of molecular techniques such
as quantitative real-time KT-PCH in addition to the stand-
ard cytopathological examination. If these molecular
bizassays could improve the early diagnosis of cancer
and/or the ability to predict a metastatic development
from primary tumours this would be very useful in the
future.
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Conclusion et perspectives

Les résultats de précédentes études ont montrén quamel de différents marqueurs
moléculaires dans les épanchements peut améliarpuissance diagnostique de l'analyse
cytologique dans la détection des cellules maligiBesck MV 2005 ; Mohanty SK 2003
Des études récentes utilisant la RT-PCR  ont seghjétérét de cette méthode dans la
détection de cellules cancéreuses dans les épaantenCes études ont détecté certains
marqueurs tels que la mammaglobine, le CD44, kaliogrotéinases de la matrice, le MUC1
et d’autres membres des mucin&s (CJ 2001 ; Davidson B 2001; Sakaguchi M )9&8:c
une sensibilité plus élevée que la cytologie cotiganelle pour la détection de cellules
d'adénocarcinomesfinewald K 2002

Dans la présente étude, notre objectif était deotmrar que la quantification de I'expression
de plusieurs marqueurs moléculaires est une métphde sensible et rapide et que Il'on
pourrait améliorer le rendement de l'analyse cygiglae pour le diagnostic de cancer dans les

épanchements séreux.

Nous avons développé la technique de RT-PCR qgatinéiten temps réel pour permettre de
quantifier TARNm de trois membres de la famillesd&audines (CLDN1, 4 et 18) et nous les
avons compareés a l'antigéne carcino-embryonnai@EjAla molécule d'adhésion des cellules
épithéliales (Ep-CAM), deux membres de la famiks dytokératines (CK19, CK20) et deux
membres de la famille de la mucine (MUC1, MUC16nsi&5 liquides séreux bénins et
malins en utilisant des dilutions plasmidiques @dgfents de PCR clonés pour obtenir une
guantification plus fiable et reproductible de ocesrqueurs transcrits. Méme si ces marqueurs
ont été étudiés au niveau de 'ARNm, on pourrattesidre a ce qu'ils soient fonctionnels au
niveau des protéines selon les nombreuses publisatiqui les ont étudiées par
immunocytochimie dans les tissus ou les épanchers@reux Kulka J 2009; Tokes AM
2005; Monte SA 1987 ; Facchetti F 200Ros résultats indiquent que les marqueurs étudiés
sont fortement exprimés dans les épanchementsxsdiaugine tumorale sauf CLDN18 et
CK19 qui n'ont pas été significativement augmemigs rapport aux fluides bénins. Seuls
CLDN4 et Ep-CAM ont été trouvés augmentés dans leastypes de cancer testés et
semblent les marqueurs les plus discriminants. CLBSt apparu comme le marqueur le plus

sensible et discriminant pour le diagnostic du eanicassociation avec Ep-CAM a augmenté
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la puissance de diagnostic a 75 % des cas. CLDNUCMet MUC16 ne sont augmentés que
dans les cancers gynécologiques.

Dans les épanchements malins avec une cytologi@timég au moins un marqueur
moléculaire a été trouvé augmenté dans la moisécde et CLDN4 était le plus sensible. La
claudine 4 présentait plusieurs avantages par ragpd'autres marqueurs étudiés pour la
spécificité et la sensibilité optimalEgcchetti F 200Y.

En conclusion, notre étude indique que la RT-PCa&nttative de différents marqueurs dans
les épanchements séreux est un outil précieux lpalgtection de cellules cancéreuses libres
dans les fluides. La famille Claudine parait d'vang intérét en considérant que la CLDN4 a
été trouvée le marqueur le plus sensible et diseant pour le diagnostic du cancer et que
CLDN1 a été augmenté seulement dans les cancemscgpgiques. Pour améliorer sa
puissance diagnostique, la quantification des nemgumoléculaires dans les épanchements
malins cytologiquement négatifs pourrait étre s&adi en associant la CLDN4 et 'Ep-CAM
dans un multiplex. La détectabilité de la maligrdtins les épanchements de patients atteints
de cancer peut étre nettement améliorée par $atibn des techniques moléculaires en plus
de I'examen standard de cytopathologie.

Enfin il serait intéressant d'évaluer ces marquemrgsermes de contréle pronostique pour

suivre les patients et l'efficacité des traitemeatsinistrés
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Le deuxieme article

Introduction

La détection et l'identification des cellules malgg primitives ou métastatiques représentent les
objectifs principaux de 'examen cytologique. It egcessaire de développer de nouveaux outils
diagnostiques qui permettent d'améliorer la déiagtrécoce.

Actuellement la détection de cellules tumoralesutantes dans les fluides corporels (sang
périphérique ; urine ; osseuse moelle ou méme ofeaments inflammatoires...) pourrait
permettre un diagnostic précoce avec des implicatainiques pour les patients et le suivi du

traitement.

La présence éventuelle des marqueurs tumoraux ldamdasma ou le sérum simplifierait
beaucoup le diagnostic. Beaucoup d'intérét a éti& gor les applications du dosage des acides

nucléiques et de leur utilité comme biomarqueurs.

La techniqgue de PCR quantitative en temps réel kefalplus prometteuse en augmentant la
spécificité et la sensibilité de détection desdcaipts et elle a permis de détecter et de quantifi

tres petites quantités d’acides nucléiques dérieésumeurs. Cela a conduit a l'utilisation de
I'ADN et de I'ARN messager comme marqueurs dansateg pour la détection précoce du

cancer, pour le diagnostic et le suivi des patients
Le but de notre étude a été d’identifier la préseeicla stabilité de 'TARNm dans le sérum, et
d'évaluer s’il pourrait constituer un marqueur twah permettant de discriminer les patientes

atteintes de cancer du sein et des sujets normaux.

Nous avons analysé I'expression de CLDN4 au nideditARNmM comme biomarqueur dans les

sérums des patients par RT-PCR gquantitative.

La stabilité de TARNm a été appréciée par un ggmenénage (RPLPO).
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This study analysed the presence of circulatingdita4 (CLDN4) mRNA in serum samples

of 188 patients with recently diagnosed breast eamand 30 matched healthy women to
evaluate whether the rate of CLDN4 mRNA can be wmed tumor marker to discriminate
breast cancer and healthy women. CLDN4 mRNA wassared using real-time quantitative

RT-PCR and was compared with CA 15-3 protein lewslasured using immunoassay.
CLDN4 was found significantly increased in serum78§118 (64 %) patients with breast
cancer versus 6 % for CA 15-3. The expression atidih 4 was not correlated with

clinicopathology parameters.

Our results suggested that the rate of CLDN4 mRN&gthe opportunity to predict breast
cancer before pathological diagnosis in a largeontgj of patients and can avoid other
invasive techniques as cytological punction withefineedle aspiration or microbiopsy and
directly proceed to a tumorectomy.
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ABSTRACT:

The first aim of this study was to analyse the @neg of circulating Claudin 4 (CLDN4)
MRNA in serum and to evaluate whether the rate lddI/{4 mMRNA can be used as a tumor
marker to discriminate between breast cancer pati@amd healthy women. The second aim
was to compare CLDN4 mRNA measured using real-tguantitative RT-PCR with
Carbohydrate antigen 15-3 (CA 15-3) protein levetasured using immunoassay as
biomarker for the diagnosis of breast cancer. Tesgnt study included serum samples from
118 patients with recently diagnosed breast caaoer 30 matched healthy women. The
number of copies of CLDN4 mRNA and CA-15-3 protéavel were analysed and the
percentage of patients with increased marker lewele compared. The quality and the
stability of mRNA evaluated using the housekeepgege RPLPO in all serum sampling
studied were confirmed (p>0.05). The expressiorelleef CLDN4 mRNA was found
significantly increased in serum of 75/118 (64%}igds with breast cancer from the
threshold calculated in healthy women (p=0.0008#¥sus 6 % for CA 15-3The expression
of claudin-4 was only correlated with age of théigras but not with histological type, tumor
size, nodal status, tumor grade, atatus of estrogen (ER) and progesterone (PRpi@se
and human epidermal growth factor receptor 2 (H&2y results show that the expression of
CLDN4 mRNA by real-time quantitative PCR give thgportunity to predict breast cancer

before pathological diagnosis in a large majoritpatients.
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INTRODUCTION:

Despite advances in therapeutic strategies, bcaaser is the main cause of women death in
Europe. Most time, breast tumor is suspected by#tient herself or by a systematic medical
examination and early detection, essentially usitigasonography or/and x ray imaging
screening. At the present time, cytological punctiwith fine needle aspiration or
microbiopsy with radiolocation can be performedirtgprove cancer diagnosis but they are
rather invasive and not always successful. In &jtitrwould be beneficial to patient that very
small or infraclinical tumors could be detected.wewer, pathological analysis is the gold
standard techniqu® confirm the diagnosis of cancer and to deterntiveehistological type
and grade.

The carbohydrate antigen 15-3 (CA15-3) is widelgduas tumor marker for breast cancer. Its
level in serum increases at the metastatic phass0i80% breast cancer patierits. Its
measurement in human serum is an important stepaity detection of metastases but
currently it is not recommended for screening agdbosis of breast cancer and its main
application is in monitoring response to treatmemomen with metastatic breast cancer.
The identification of gene expression patterns bexome a key issue in understanding the
biological diversity of breast tumors, leading tewnhopes for diagnosis, prognosis, and
future treatments. Moreover, the identification aifcurate biomarkers may provide very
useful informations for early breast cancer suspiciand can constitute targets for cancer
immunotherapy.

Real-time RT-PCR is now the recommended method gigantitative gene expression
analysis. The use of real-time PCR requires acewaitrols in order to be routinely used in
clinical samples, particularly for low level mRNArgets. The regular quality controls will be
necessary to ensure the reliability of real-timeRP&3says. An essential step is the selection
of good reference genes for normalization of the¢hod*. The reference gen@ousekeeping
genes) is selected specifically for its propertedsexhibiting stable expression between
samples. The importance of the stability of refeeegene and the normalization is one of RT-
PCR most difficult tasks °.

Claudin 4 (CLDN4), a tight junction protein, is oegpressed in breast tumour cells
compared to normal epithelial cells, which gengratirresponds to a loss in polarity and in
barrier function” 2 It exhibits several advantages compared with othendikers studied for

optimal specificity and sensitivity in immunohist@mical analysiSCLDN4 is frequently up-
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regulated in ovarian, endometrial, renal, pancteatiostate and breast tumare. A study
carried out by immunochemistry on a large patiesitoct (n=184) found that claudin-4
protein was expressed in 92 % of the breast carascexamined and had no association with
tumor grade, type, status of estrogen (ER) or mtegene receptor (PR}. An other study
including tissue microarray found that the exps®f claudin-4 was positively correlated
with tumor grade and negatively with ER and thairammeased claudin-4 protein expression
was associated with poor prognosis and high turgmade in breast cancér

Real-time RT-PCR and serial analysis of gene esprYSAGE) have been previously used
to study the expression of Claudin gene family amnmal and neoplastic tissugs*> 1% 2% 23
especially in breast tissuég*2°

However, no previous study on claudin-4 expressiobreast cancer has been performed in
the serunof patients.

In the present study, our aims were:

- to evaluate the accuracy of quantitative analgéésiman acidic ribosomal phosphorprotein
PO (RPLPO) as reliable reference gene using need-RT-PCR in serum.

- to identify the presence of CLDN4 mRNA using qitative real-time RT-PCR in serum of
women with breast cancer newly diagnosed and tduatea whether the amounts of its
circulating mRNA could discriminate breast cancatignts and healthy women and if it can
be considered as an interesting tumor marker.

We demonstrated in a large cohort that CLDN4 mRBlAdatected in 64 % of serum and only

in 6 % for CA 15-3 carbohydrate antigen in patiemith breast cancer.
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PATIENTS AND METHODS

Patients: Serum samples from 118 womens with breast camodiected at the time of
tumorectomy, ranged between 33 and 86 years iD#partment of Gynecology, CHU of
Saint Etienne and matched 30 serum samples fronthjifeaomen as controls in the
Auvergne-Loire Regional Blood Bank, respectively.
The serum samples were prepared by centrifugafigempheral blood at 300 g for 15 min,
and then immediately frozen at -80C ° until prooegs

This study was conducted after Human Experimemd®eview by the relevant committee.

Selection of primers:
The primers were designed using the Primer Ex@Bdkssoftware (Applied Biosystem, Foster

City, CA). The sequences of the primers and amplao@ summarised in Table 1.

RNA extraction of serum:

RNA was extracted from 700 uL of serum by using RNeasy Mini Kit (Qiagen,
Courtaboeuf, France)accordingly to the manufacturer instruction®urified RNA
concentrations were measured using a Nanodrop 4@&irophotometer and stored at -80°C
before use.

RNA quality was estimated by RT-PCR of transcrifas ribosomal protein (RPLPO).

Negative controls in which RNA entry has been oaxitivere used.

Reverse transcription:

Reverse transcription was conducted with the Omipisd®RT Kit for RT-PCR (Qiagen)
accordingly to the manufacturer instructions. RTRP®@ere performed with 0.5 pg of total
RNA. The obtained cDNA were then stored at -20efre use.

Quantitative real-time PCR:

PCR reactions were performed with the ABI Prism0r&8pplied Biosystems). Amplification
PCR were performed in a total volume ofi25 comprising 5uL of cONA template diluted
1/10 and 12.5pul Master Mix Syber Green PCR p{fpol Biosystem) and 2ul primers at
200 nM. The program included a PCR initial deratian of 10 min at 95 °C followed by 40
cycles of 15 sec at 95°C and 1 min at 60°C. Eagiemxent included witnesses Non

TemplateControl (NTC) for which the cDNA waseplaced by pure water. All
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PCR reactions were performed in duplicate or tgik. Each pair of primer was tested by a
dissociation curve as a result of PCR. The presarica single peak for each sample
confirmed the specificity of the PCR.

Preparation of the standard curve

The RPLPO and CLDN4 plasmids were obtained by olptihe amplified DNA sequence in
the vector pDrive (3850 bp).The plasmids were adiby sequencing. The RPLPO reference
plasmid was used to standardize and to quantifynthmber of RPLPO copiesompared to
the concentration of plasmids allowing to definest@ndard range of RPLPO gene
(897ng/uL). For the standard range, a series ofidils from 16 to 500 copies was used.
Four NTC were also included where DNA has beeracgu by pure water.

Standard curve

RPLPO has been chosen as housekeeping gene siutis A standard curve was calculated
using linear regression analysis. The standardecsiowed a linear relationship between the
values of Ct and the logarithm of the initial numbé plasmid copy number. The amount of
product in a sample was determined by interpolatfrom a standard curve of Ct values
generated by the serial dilution of plasmid randgnogn 10 to 500 copies of each plasmid.
Amplification and subsequent data analysis withpmgt-amplification procedures such as gel
electrophoresis could be achieved using a sequeatetector (ABI Prism, Applied
Biosystems). This theoretically reduce the posgybdf laboratory contamination and false
positivity.

The results were expressed as n-fold differencearget gene expression relative to RPLPO
as reference gene between the breast cancer gaighinormal control. It was determined as
follows: Ratio = samples rati§?y "umber geneible / copy number reference gengd  hiact's ratid®Py "umPer
gene cible /copy number reference genex ratio of 10-fold was measured for CLDN4 in therm of

patients compared to normal controls.

Statistical analysis

The comparison of RPLPO mRNA level among all themgas examined was performed
using non-parametric Kruskal-Wallis test (States}ic

Considering that we defined a positivity threshabd copy number for CLDN4, values
measured by quantitative RT-PCR were expressedsiivie or negative. CLDN4 mRNA
values studied in groups of patients with breasiceaand healthy women were compared

using thex? test. p< 0.05 was considered statistically significant.
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RESULTS

Quality of serum mRNA and normalization of the measrement:

The quality of serum mRNA from the 118 patientshwireast cancer and the 30 healthy
women was studied. The mMRNA integrity was measurtezing the NanoDrop®
Spectrophotometer based on the absorbance r&@0atm/280 nm (data not shown).

To measure quantitatively the gene expressionimcal specimens, a normalization was
necessary to correct the data due to non-biologreaiations introduced during sample
processing such as the quality of RNA or PCR dfficy. The expression of three different
genes: beta-actin, glyceraldehyde-3-phosphate depgdase (GAPDH) and the ribosomal
protein (RPLPO) frequently used as housekeepinggyerere measured by quantitative RT-
PCR in 12 samples of patients serum to evaluatenibst stable and homogeneous gene.
We have observed that RPLPO is the most homogersmlistable of the three genes studied
to normalize the gene expression in serum of hgalttmen and of patients (data not shown).
Subsequently, the level of RPLPO was studied irseh samples. No significant difference
was found for mMRNA obtained from serum of healtlgnvens and from patients £€00.85).

The results were reproducible over time and witfedent preparations of total RNA for each
patient.

Circulating mRNA is stable enough to be amplifi&a, it's appeared possible to study other

genes as biomarkers for cancer detection.

Real-time PCR standard curve of CLDN4 mRNA

Quantitative real-time PCR allowed sensitive anecsjt detection of CLDN4 mRNA in the
serum of patients. Real-time PCR was applied terdehe the absolute number of CLDN4
MRNA in the serum samples from healthy women anema with breast cancer. The assay
sensitivity has been determined as 500 copies finnmsesamples. Standard curves were
obtained with plasmids encoding RPLPO and CLDN43Nand was constructed by plotting
the Ct (threshold cycle) values against the indDNA& concentrations (serial dilutions of
pDrive-vector) of each sample.

Using a standard curve for the gene of interestelative copy number value could be
determined for all patients. The calculated thré&slogcle (Ct) reflects the quantity and the
quality of the RNA samples with lower Ct valuesleefing a greater amount of molecufés

The Ct value decreased linearly with increasingegguantity from 500 to 1 million copies.
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For CLDN4 mRNA, the values for serum samples weateutated with reference to standard
curve (Fig.1 and Table 2). The real-time PCR wadopmed by dilutions of plasmids for
RPLPO and CLDN4. The parameters of calibrationsliobtained indicated that the PCR
conditions were very efficient (R2 = 0.99) and theasured fluorescence was proportional to
the quantities present in the serum samples (theakslope = -3.32)Optimal conditions for
the quantitative study of CLDN4 as tumor markemrégl-time PCRwere establishe(lTable

2).

Clinicopathological parameters and CA15-3 measurenmgs

The clinical and pathological characteristics afigreis with breast cancer are shown in Table
4. CA15-3 carbohydrate was initially measured bynumoassay in the serum of the 118
patients with breast cancer and in of 30 healthynem. The cut-off limit was established at

30 u/ml The distribution of CA15-3 content was as followsout of 118 (6%) samples were

positive in patients and O in control samples (€&l

CLDN4 expression in serum samples

Real-time RT- PCR using CLDN4 specific primers wpegformed in all 118 serum samples
obtained in this study. Relative quantificationngsRPLPO as the reference gene was
applied for each sample.

The median value of the copy numbers of CLDN4 wagmificantly higher in serum of
patients with breast cancer than in those of hgalitimen control (median 4150 (191-42984)
and 623 (58-3041) respectively) (Table 3).

The threshold of positivity for CLDN4 defined agthalue of the copy number just below the
highest one measured by real time PCR in seruneatlty women control was determined as
2774 copies (significant 95 %). Serum with highepyx numbers than these values were
considered as significantly increased.

CLDN4 mRNA was significantly up-regulated in breasincer patients (64%) compared to
healthy women control (3%, p= 0.00002).

The variable of the 43 patients with negative drel5 with positive CLDN4 were analyzed
using Kruskal-Wallis test oy? test. For age the difference was significant (9.647). For
histological type (p = 0.073), tumor size (p = Q.62dal status (p = 0.99), tumor grade (p =
0.57), ER status (p = 0.63), PR status (p = 0HB}J2 status (p = 0.75), the differences were

not found significant (Table 4).
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DISCUSSION

Free circulating mRNA in serum or plasma appeara @asry interesting biomarker for early
detecting cancer, requiring only a limited bloodngée It has opened new possibilities to
monitor non-invasive cancer, and has given the dppiy to supplant conventional tools for
infraclinical or very small tumors diagnosf§. The presence of circulating RNA was
considered of low probability because RNA is matgile than DNA and ribonucleases have
been found in blood. RNA may probably be complei@dipids, proteins, lipoproteins, or
phospholipids®, bound to DNA in nucleosomé8 or protected within apoptotic bodi&sor
other vesicular structures. Previous studies hanirmed the stability of circulating mRNA
in serum of cancer patients by their associatiah wmall particles which could protect them
from degradation by RNas&s*® Using RT-PCR, mRNA has been described as maf&ers
identifying patients with colorectal, lung, thyroichelanoma and breast canc¥&& Its wide
applicability is susceptible to give it a largenatial impact in the near future.

RT-PCR has become the standard method for mRNAtdjeation. This technique involves
several critical steps such as RNA extraction, cD8yAthesis, quantitative PCR and analysis,
which all can be source of variation. In order tdain meaningful results, normalization is
very important to correct sample variations.

The present study evaluated the accuracy of qa#mét analyses of Claudin 4 mRNA
expression in breast cancer using real time RT-R@OBR RPLPO as reference that was
demonstrated as the most stable g&fté

Results obtained with CLDN4, indicated that thislecalar biomarker is probably one of the
most interesting to detect the presence of free mRNthe serum of breast cancer patients
and it could be a helpful marker for the detectadncancer in serum of these patients. In
addition, it has been demonstrated that increasedilating mRNA may be a valuable
diagnostic tool for discriminating breast cancertiggds from healthy women. Serum
circulating RNA provides a new research area asaiker for the diagnosis of breast cancer.
Circulating CLDN4 mRNA was found a more interestinghor marker than serum CA15-3
carbohydrate for the early diagnosis of breast @anihe higher expression of CLDN4 in the
patients with breast cancer than in healthy wonsbows a very good diagnostic sensitivity
and efficiency using RT-PCR.

In breast cancer, previous studies on claudin-4 resgon performed only in

immunochemistry have been contradictory. One sfadpd that claudin-4 was expressed in
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92% of breast cancers tumor biopsy and revealeaksociation with tumor grade, type, status
of ER or PR?%. An other study revealed that the expressionaidih-4 was lost in grade 1 of
invasive breast tumors but increased in gradesd3aff. A recent study found that the
expression of claudin-4 was positively correlatéthwumor grade and negatively with ER

It was found that the expression of claudin-4 wassdased in basal-like breast carcindfha
We could not find any correlation of CLDN4-mRNA wihistological type, tumor size, nodal

states, tumor grade and ER, PR and Her2 status.

This study demonstrated the high interest of CladdmRNA as molecular biomarker for
breast cancer diagnosis (at time of tumorectomyh &i very high sensitivity. It appeared
clearly better than CA 15-3 carbohydrate measurgdguclassical immunoassay. These
results suggest that positive CLDN4 mRNA measungdeal-time quantitative RT-PCR in
the serum could be used to predict breast canckmaust lead to a pathological examination

to confirm the diagnosis of malignity.
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Table 1: Sequences and features of the primers uséat RT-PCR

Name Accession Sequence of sense and antisense primers Localization Length

RPLPO NM-001002 5-GGCGACCTGGAAGTCCAACTAC-3 Exon 2-3 98 pb
5-AGACAATGTGGGCTCCAAGC-3

CLDN4 NM-001305 5'-GCTGGCCAGGATAGCTTAACC-3 Exon 1 54 pb

5-GCCAACGCCGATGCA-3’

Table 2: Parameters of the standard lines obtained for CLDN4nd RPLPO mRNA.

Plasmids Slope Intercept R2
RPLPO -3.3 37.74 0.99
CLDN4 -3.39 38.24 0.99
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Table 3: Expression of CA15-3 and CLDN4 in serum

Diagnosis Serum CA15-3 CLDN4
Immunoassay RT-PCR
number % %
Healthy women 30 0 113
Breast cancer 118 7 ) 75 64)*
Comparison between CLDN4 in healthy women anddbreancer : * p = 0.00001
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Table 4:

Association of claudin 4 with clinicopathological prameters

Variable Serum CLDN4 negative CLDN4 positive Medin P-value
n° n=43 n=75 copy number

Age 0.047

>50 91 35 (81) 56 (75) 4009

<50 27 8 (18) 19 (25) 5285

Histological type 0.073*

Ductal 96 38 (88) 58 (77) 3873

Lobular 13 4(9) 9 (12) 9618

Mucinous 4 0 4 (5) 8684

Ductal & Lobular 2 0 2 (3) 3668

Ductal & Mucinous 1 0 1

Atypical ductal hyperplasia 1 1 0

Microcapillary carcinoma 1 0 1

Tumour size 0.62

<2cm 70 29 (67) 41 (55) 3785

>2cm 48 14 (32) 34 (45) 4992

Nodal status 0.99

Negative 74 24 (56) 50 (67) 4296

Positive 37 17 (39) 20 (27) 3741

Tumour grade 0.57*

I 14 4 (9) 10 (23) 4528

Il 62 20 (46) 42 (56) 4765

11 29 12 (28) 17 (23) 3829

low 6 3(7) 34 3064

high 6 3 34 2395

ER status 0.63

Negative 28 9 (21) 19 (25) 4199

Positive 80 29 (67) 51 (68) 4150

PR status 0.75

Negative 41 15 (35) 26 (35) 4820

Positive 67 22 (51) 45 (60) 4198

Her2 status 0.75

Negative 93 33 (77) 60 (80) 4198

Positive 13 4(9) 9 (12) 5165

* Kruskal-Wallis test, otherwisg? test

115



Fig.1: Standard curves obtained with plasmids encadg RPLPO and CLDNA4.
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Figure legends:

Figure 1: Each curve was obtained with different plasmidosmtrations. They were constructed
using datas from three independant experimentddiy the Ct (threshold cycle) value against
the input cDNA concentration (serial dilutions @nve-vector) of samples
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Conclusion et perspectives

L’ARNmM libre dans le sérum ou le plasma apparainmm@ un marqueur biologique trés
intéressant pour la détection précoce du cancangoessitant qu'un échantillon de sang limitée.
Il a donné I'occasion de supplanter les outils eatiennels pour les tumeurs infracliniques ou
tres petitesPar la technique de la RT-PCR, 'TARNm a été déaidsmme marqueur pour
identifier les patients atteints de cancer du paundo c6lon, de la thyroide, du mélanome et le
cancer du sein(Kopreski MS 2001 Bunn PJ 2003Wong SC 20048Bremnes RM 2004.i Y
2006. Sa large applicabilité est susceptible de lui donme impact clinique de grande

envergure dans un avenir proche.

La RT-PCR est devenue la méthode standard pouudatifjcation de I'ARNm. Dans la
présente étude nous avons évalué la précision migsas quantitatives de I'expression de
'ARNm de la claudine 4 dans le cancer du sein R&¥rPCR en temps réel et RPLPO a été

démontré le géne le plus stable comme gene de ménag

Les résultats obtenus, ont indiqué que le biomang@.DN4 est probablement l'un des plus
intéressants pour détecter la présence d'ARNm dians le sérum des patients atteints de cancer
du sein et il pourrait étre un marqueur utile pawlétection du cancer dans le sérum.

Ainsi I'expression plus élevée de CLDN4 chez ldgepts atteints de cancer du sein que chez les
femmes en bonne santé, montre la sensibilitéfétdeité diagnostique en utilisant la technique
de la RT-PCR.

Dans cette étude, ’ARNm circulant de la CLDN4 & #buvé plus intéressant que le marqueur

tumoral sérique CA15-3 pour le diagnostic précaceahcer du sein.

Des études précédentes sur la claudine 4 dansntercdu sein, étaient contradictoires. Une
étude a révélé que I'expression de la claudinei &bsente au grade 1 dans les tumeurs du sein
invasives, avec une expression accrue dans lesutanae grades 2 et Ig¢kes AM 2006
D’autres ont trouvé que la claudine 4 est surex@eirdans les carcinomes primitifs du sein par
rapport a I'épithélium mammaire normibfminsky SL 2004

Une autre étude a démontré que I'expression dewlaline 4 était corrélée positivement avec le

grade de la tumeur et négativement avec [ERigan F 2009
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Une étude réalisée sur une cohorte plus importnfgatients (n = 184) a montré que la claudine
4 était exprimée dans 92% des cancers du sein pgamt qu'elle n'était pas associée avec le
grade de la tumeur, le type, le statut de ER o(hi Y 200k Une étude a évalué une cohorte

de 66 tumeurs de type non basal et 38 tumeursidwledype basal et a trouvé que I'expression

de la claudine 4 était augmentée dans les tumeungpe basal Kulka J 2009.
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Conclusion

Le cancer est la premiere cause de mortalité dansohde industriel. Une des caractéristiques
des tumeurs est leur capacité d’extension. Lesileslimalignesont un taux de prolifération
supérieur et de mortalité naturelle inférieur @edules normales. Ceci conduit a la croissance
continue du volume de la tumeur.

Une autre caractéristique des tumeurs est leurcitepavasive. Les cellules tumorales peuvent
produire des enzymes détruisant les limites tiésed. Cette croissance tumorale s’accompagne
donc d’une destruction progressive des limitesili8ges normales (invasion) et de la perte
d’organisation tissulaire. De plus, une faible mmtien de ces cellules peut migrer dans les
liquides biologiques qui drainent la tumeur : salygpphe, épanchement inflammatoire. Les
cellules migrantes peuvent essaimer dans les g@asgliou d'autres sites tissulaires et

éventuellement développer des tumeurs filles (nedas).

Le diagnostic précoce d’invasion péritonéale astiat pour la survie du patient car le traitement
peut étre adapté a la tumeur primitive. Le diagngstut étre d’autant plus intéressant dans les
formes trés précoces, (ex bilan per-opératoireédeation tumorale) ou les micro-invasions sont

recherchées par lavage du résidu péritonéal

La technique classique de détection des cellul@®tales dans les épanchements et le sang par
cytologie est peu sensible, il était nécessaimnméitre au point des techniques plus performantes.
L'utilisation de méthodes complémentaires (cytomédn flux, RT-PCR quantitative en temps

réel) permet de caractériser rapidement et préesehaccessibilité des génes d’intérét.

Nous nous sommes intéressés a mettre au pointsitensy de validation d’outils de détection de
cellules tumorales circulantes pour identifier ledgine tissulaire, et aussi avoir distingué ces

cellules des cellules inflammatoires.

Nous avons participé a I'établissement et la vébaad'un systeme d’évaluation de l'intérét de
nouveaux marqueurs moléculaires pour détecter ype e cellules libérée dans des
prélevements péritonéaux de patients cancéreuxe @émoins atteints d’affections bénignes
(cirrhose, insuffisance cardiaque) en utilisantxde&chniques différents (cytométrie en flux ,

PCR quantitative en temps réel).
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Une étude simultanée dans le sang nous permetteawi®r si ces marqueurs tumoraux sont

aussi présents dans les cellules tumorales citadalans le plasma ou le sérum.

Nous avons donc choisi un certain nombre de marguemoraux moléculaires comme étant
utiles a la détection de cellules et pouvant fairdistinction entre cellule normale inflammatoire
et tumorale. De plus, certains marqueurs ont étésishpour évaluer la spécificité d’origine
tissulaire des cellules et comme indicateur de gnd®, ou comme marqueur d'invasion
métastasique. Ainsi ces transcripts ont été chpis leur intérét a préciser le point de départ
des tumeurs et qui pourraient secondairement étigéa en multiplex. Certains marqueurs sont
des molécules d'adhésion déja bien décrites dditselature telle que I'epithelial cell adhesion
molecule (Ep-CAM), le carcinoembryonic antigen (ACEs claudines (CLDN1, 4, 7, 18), les
cytokératines (CK19, 20), les mucines (MUC1 « CAL5- MUC16 « CA125 », MUC5AC), la

villine, et la mammaglobine (MGB).

Dans nos résultats, nous avons pu dans un preamgastdéterminer un géne de ménage et faire
une gamme étalon par le plasmide préparé a parteedgene et utiliser cette gamme comme
référence pour la suite. (RPLPO) a été détermirgefee de ménage le plus stable par rapport
aux autres genes examinés (B-actine, GAPDH). Ce §#LPO a été utilisé pour standardiser

les autres genes cibles.

La quantification de forte expression par RT-PCR dénes Ep-CAM ; CLDN1, 4 ; MUC1;
CK20 et ACE a permis la caractérisation moléculaieel’échantillon tumoral et la mise en
évidence des marqueurs d’agressivité. Un seugaditivité a pu étre établi par la méthode de

RT-PCR en temps réel.

Nous avons aussi montré dans nos résultats queldification du niveau d’ARN messager des

géenes étudiés par RT-PCR gquantitative a fort nivBexpression était faisable.

Certains de ces génes ou marqueurs tumoraux maidsuttels qu’ACE et CLDN4 nous ont
paru particulierement utiles et susceptibles denptre le diagnostic précoce et le suivi des
patients de facon totalement non invasive. Nousxs&wyau obtenir du sérum de 118 patientes

atteintes de cancer du sein et étudier le niveanpdéssion de CLDN4 au niveau de I'ARN
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messager circulant en comparaison avec des sérerfeamines en bonne santé. Ce marqueur

montre son intérét diagnostique.

Nous avons donc cherché une corrélation de I'esgiwa de ce marqueur (CLDN4) avec les
caractéristiques anatomopathologiques. Nous avonstaté que la claudine 4 était exprimée
dans 64% des cancers du sein et qu'elle n'étaagsxiée au grade de la tumeur, les différents
types histologiques, le statut de ER ou RP et Hea2,contre une différence statistiquement

significative a été observée entre la CLDN4 ajd’@es patientes.

Les genes CLDN7, MUC5AC, Villine et MGB ont uresrfaible niveau d’expression, ce qui
semble lié a I'agressivité de la tumeur. Des esBatimisation seront nécessaires pour affirmer
ce profil d’expression qui pourrait avoir une valalinique ou une valeur de classification
moléculaire de différents types de cancer et emqatticiper au diagnostic du cancer (données

pas montrées).

Malgré tous les essais que nous avons faits pdiglevanotre travail par la cytométrie en flux,
Nnous n'avons pas pu obtenir des résultats optimasdisbles en marquage quatre couleurs sur
des échantillons pathologiques. Les résultatsmpnédiires montrent que les marquages sur des
échantillons pathologiques sont bien moins spagiq que sur les lignées. Nous avons
notamment pu observer des marquages atypiquesgh#ication phénotypique et clinique de

ces phénotypes aberrants reste a élucider.

Cependant, cette technique n’a pas pu étre utitieée la réalisation de notre projet du fait de sa

spécificité insuffisante.
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Perspectives

La difféerence des marqueurs dans les lignées aglhsl tumorales par rapport aux cellules
hématopoiétiques (sang périphérique) a été nettes te marquage sur des échantillons
pathologiques sont bien moins spécifiques que esitinées, car nous avons pu observer des
marquages atypiques. La signification phénotypefudinique de ces phénotypes aberrants reste
a élucider. Il faut donc améliorer le protocole l@s parametres de la cytométrie en flux

notamment pour les échantillons cliniques.

Les marqueurs tumoraux moléculaires par une etad&BN messager en PCR gquantitative est
susceptible de permettre le diagnostic précoce suivi des patients de facon totalement non
invasive, paraissent particulierement utiles peutihgnostic et le pronostic des patients avec des
épanchements malins et dans le sang. Ces margoeum®nt secondairement étre utilisés en
multiplex surtout la CLDN4, Ep-CAM et CK20 pour alinéer I'efficacité du diagnostic

La cohorte de patients avec des épanchements naaditésimportante, mais il semble nécessaire
d’augmenter la taille de I'échantillon analysé,nafle pouvoir faire des analyses statistiques

stratifiées.

Il semblerait intéressant d’étudier une cohortetwlmeurs péritonéales primitives, afin d’en

permettre la détection précoce.
Nous avons utilisé 'ARN messager circulant danséleim comme nouvel outil de diagnostic

qui permet d'améliorer la détection précoce. mhiskerait intéressant de continuer a étudier tel ce

type de marqueur pour la détection précoce du capaear le diagnostic et le suivi des patients.
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