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Illustration : la cellule cancéreuse circulante, via des connections
membranaires, transfere des microARN aux cellules endothéliales, afin de
les rendre plus hospitalieres pour accueillir le processus métastatique
(« metastatic hijack ») (Connor Y et al, 2015).
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Introduction

Introduction

1. Cancer du sein

a. Epidémiologie

Le cancer est une véritable épidémie. Selon le Registre du Cancer,
65.487 nouveaux cas de cancers invasifs ont été diagnostiqués en
Belgique durant I'année 2013, et ce chiffre pourrait augmenter jusqu’a
78.000 nouveaux cas en 2025. Le cancer du sein, quant a lui, représente
35% des cancers diagnostiqués chez la femme, avec 10.695 nouveaux cas
en 2013 (Cancer Burden in Belgium 2004-2013, Belgian Cancer Registry,
Brussels 2015).

Le cancer du sein est le cancer le plus fréquent chez la femme
dans les pays développés. En Belgique, il touche une femme sur 9. La
Belgique est d’ailleurs le pays européen avec la plus haute incidence de
cancer du sein, devant les Pays-Bas et le Royaume-Uni. Le 31 décembre
2013, 80.099 femmes - a savoir 1,4% de la population belge - étaient en
vie apres avoir recu un diagnostic de cancer du sein (Cancer Burden in
Belgium 2004-2013, Belgian Cancer Registry, Brussels 2015).

Dans notre pays, 'incidence du cancer du sein est restée stable
entre 2004 et 2013. Elle devrait cependant croitre au cours des
prochaines années, avec 12.340 cas attendus en 2025, principalement
suite au vieillissement et a I'accroissement de la population. On observe,
par ailleurs, des différences dans I’évolution de l'incidence en fonction
des groupes d’age. Entre 25 et 69 ans, 'incidence est restée globalement
stable. Par contre, les cancers du sein diagnostiqués apres 70 ans sont de
plus en plus fréquents, avec une augmentation d’incidence de 2% par an
depuis 2004. Cette courbe évolutive est davantage prononcée pour les
stades débutants par rapport aux stades localement avancés (Cancer
Burden in Belgium 2004-2013, Belgian Cancer Registry, Brussels 2015).

De par sa fréquence statistique, le cancer du sein est également la
1¢re cause de déces par cancer chez la femme dans les pays européens.
Depuis 2004, cette mortalité s’est cependant réduite d’environ 2% par
an, probablement suite a un diagnostic plus précoce et un traitement
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plus efficace (Cancer Burden in Belgium 2004-2013, Belgian Cancer
Registry, Brussels 2015).

L’age moyen au diagnostic de cancer du sein en Belgique est de 62
ans (Cancer Survival in Belgium, Belgian Cancer Registry, Brussels
2012).

b. Dépistage

Le principal objectif du dépistage du cancer du sein est de réduire
sa mortalité grace a une détection a un stade précoce.

Selon les recommandations européennes, le programme organisé
de dépistage du cancer du sein doit proposer aux femmes de 50 a 69 ans
de réaliser une mammographie (Mammotest®) tous les 2 ans. Cette
mammographie doit répondre a certains criteres d’exigence en terme de
qualité. Notamment, la lecture par deux radiologues indépendants et
aguerris (Perry etal., 2008).

Statistiquement parlant, pour 1000 femmes qui bénéficient d’'un
dépistage de cancer du sein dans le cadre d’'un programme organisé, 96
ont une exploration complémentaire et 15 ont une biopsie d’'une 1ésion
suspecte. Un cancer du sein est retrouvé chez 4 femmes, sur les 15
biopsies réalisées. Il faut donc faire, en moyenne, 1000 mammographies
pour diagnostiquer 4 cancers du sein (Kohn et al., 2014).

La performance diagnostique de la mammographie pour le cancer
du sein a été étudiée de maniere prospective. Sur la population globale,
la mammographie sur film a une performance de 78% (Area Under The
Curve, AUC = 0,78 £ 0,02) et la mammographie numérique de 74% (AUC
= 0,74 £ 0,02). Pour les femmes de moins de 50 ans, avec des seins plus
denses, la mammographie sur film a une performance de seulement 69%
(AUC = 0,69 % 0,05), ce qui correspond a une sensibilité de 35% et une
spécificité de 98% (Pisano et al., 2005).

L’'impact du dépistage par mammographie sur la mortalité liée au
cancer du sein est incertain. Aux Etats-Unis, une analyse rétrospective a
montré que l'introduction du dépistage par mammographie dans les
années 1980 a permis, chaque année, de doubler le nombre de cancers
du sein diagnostiqués a un stade débutant. En contre partie, ce dépistage
n’'a permis de réduire que de 8% le nombre absolu de cancers du sein
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diagnostiqués a un stade localement avancé, a savoir avec un
envahissement ganglionnaire. De plus, la mammographie n’a eu aucun
impact sur l'incidence des nouveaux diagnostics de cancers du sein
meétastatiques. Les auteurs de cette étude ont conclu que le dépistage par
mammographie n’avait probablement pas contribué de fagon majeure a
diminuer la mortalité liée au cancer du sein (Bleyer et al., 2012). Une
meéta-analyse de la Cochrane a, quant a elle, estimé que le dépistage avait
permis de réduire de I'ordre de 15% la mortalité liée au cancer du sein,
apres un suivi de 13 ans. En contre partie, le dépistage était associé a un
risque de sur-diagnostic de I'ordre de 30%. En absolu, cela signifie que,
pour 2000 femmes dépistées pendant 10 ans, une femme évitera de
mourir d’'un cancer du sein mais 10 femmes auront des explorations et
des traitements invasifs et inutiles (Ggtzsche et al., 2013 et Marmot et al,,
2013).

Outre ses performances, la mammographie présente d’autres
inconvénients. L'examen est opérateur-dépendant et sa performance
pourrait diminuer de l'ordre de 58% pour un radiologue qui interprete
moins de 500 examens par an (Théberge et al,, 2014). La mammographie
expose aussi les femmes a des radiations ionisantes, potentiellement
cancérigenes, surtout dans une population jeune et/ou a haut risque
(p.ex. en cas de mutation germinale des genes BRCA 1 ou 2). Un modele
prédictif a évalué que, pour 100.000 femmes avec une mammographie
digitale annuelle entre 40 et 55 ans puis tous les 2 ans jusqu’a I'age de 74
ans, 86 cancers du sein seront induits par les radiations ionisantes et 11
patientes décéderont de ce cancer (Yaffe et al., 2011).

A T'heure actuelle, il n’existe pas de biomarqueur sanguin
prospectivement validé pour le dépistage du cancer du sein. Le CA15.3
(Carbohydrate Antigen 15.3) est la partie soluble d’'une glycoprotéine
membranaire surexprimée par les cellules cancéreuses mammaires. Les
performances du dosage sanguin du CA15.3 au diagnostic initial du
cancer du sein sont largement insuffisantes pour qu’il soit utilisé pour le
dépistage (AUC de 0,57 pour les stades I, de 0,62 pour les stades Il et de
0,80 pour les stades 3) (Gion et al,, 2001). En pratique, le CA15.3 est
mesuré dans le suivi apres un diagnostic de cancer du sein, afin de
déceler une rechute métastatique, mais aussi pendant le traitement de la
maladie métastatique, afin d’évaluer la réponse thérapeutique.
Cependant, aucune étude n’a pu démontrer un bénéfice en survie du
monitoring du CA15.3 et 'ESMO (European Society of Medical Oncology)
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ne recommande pas son dosage systématique au cours du suivi des
patientes (Senkus et al., 2015).

En conclusion, le dépistage du cancer du sein doit encore
s’améliorer en termes de performances, de sécurité et de confort pour

les patientes.

c. Cancérogénese et facteurs de risque

Il existe un modele histologique pour le développement du cancer
du sein, sous la forme d’'un continuum. Dans ce modele, a partir d'un
lobule mammaire normal, on assiste successivement a I'apparition de
microcalcifications intralobulaires, d'une hyperplasie canalaire ou
lobulaire atypique, d’'un carcinome canalaire ou lobulaire in situ, puis
finalement d'un carcinome canalaire ou lobulaire infiltrant (Figure 1).
Plusieurs progrés ont été réalisés ces dernieres années dans la
compréhension de cette évolution sur le plan moléculaire et génétique. Il
existe cependant de nombreuses inconnues et il ne fait aucun doute que
la cancérogénese mammaire est beaucoup plus complexe (Arpino et al,,
2005).

typical lobular hyperplasia

|

Usual ductal hyperplasia
1

————— A
s

Atypical ductal hyperplasia

Lobular carcinoma in situ

Ductal carcinoma in situ

Invasive breast cancer

Figure 1. Evolution histologique du cancer du sein
(Arpino et al., 2005).
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Un facteur déterminant dans l'induction de la cancérogénése
mammaire est I'exposition aux cestrogenes. De nombreux facteurs de
risque du cancer du sein sont liés a une exposition prolongée aux
cestrogenes, comme la ménarche précoce, la ménopause tardive,
I'obésité ou le traitement hormonal substitutif chez la femme
ménopausée (Yager et al,, 2006 et McPherson et al,, 2000). Le risque de
cancer du sein associé a une exposition exogéne aux cestrogenes a été
illustré dans une étude prospective (Women’s Health Initiative study).
Cette étude a réparti 1.084.110 femmes ménopausées pour recevoir,
pendant 5 ans, soit un placebo, soit un traitement substitutif par oestro-
progestatifs ou par cestrogenes seuls (en cas hystérectomie préalable).
Le traitement substitutif était associé a un risque relatif de cancer du
sein de 1,66 apres un suivi de 2,6 ans (Beral et al., 2003).

Au niveau cellulaire, les cestrogénes se lient a leurs récepteurs
membranaires (Estrogen Receptors a et (3, ER) et agissent sur I’ADN
(Acide DésoxyriboNucléique), la mitochondrie et sur d’autres voies de
signalisation intracellulaires. Par ces mécanismes, les cestrogenes
inhibent I'apoptose, activent la progression dans le cycle cellulaire et la
prolifération des cellules tumorales (Figure 2).

E;

E; catechol
metabolites

y She

'-‘ pShc
\

4-0H-E,
binding protein

ey
&y

]

G-protein

’ activation Ris @
1 % Raf P
/ ncreased : / Mitachondrial genomic .
cAMP SRV ER-mediated response ¥ Pol

EGF — | EGFR | MAPK family

PI3K

mRNA—>mtProteins

Inhibition of apoptosis
<—— Altered cell-cycle control «<——— Proteins
Cell proliferation

Tissue and
tumor growth

Figure 2. Voies de signalisation du récepteur aux cestrogénes (ER)
qui induisent la cancérogénese mammaire (Yaher et al., 2006).
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En dehors des cestrogenes, les autres facteurs de risque identifiés

dans le cancer du sein sont (McPherson et al,, 2000, Tableau 1) :

- l'age. En effet, le risque de cancer du sein double tous les 10
ans jusqu’a la ménopause, méme si 15 a 20% des cancers du
sein sont diagnostiqués avant I'age de 50 ans ;

- les antécédents personnels et familiaux ;

- les pathologies mammaires bénignes, en particulier
I’hyperplasie mammaire atypique ;

- les facteurs environnementaux, qui ont été mis en évidence
sur base d’études portant sur les populations migrantes ;

- la consommation d’alcool ;

- lerégime riche en graisse.

Facteurs de risque Risque relatif
Age >10
Pays développés 5
Histoire personnelle > 4
Histoire familiale >2
Pathologies mammaires bénignes 4a5
Premiere grossesse tardive (> 40 ans) 3
Ménarche précoce (< 11 ans) 3
Ménopause tardive (> 54 ans) 2
Obésité (BMI > 35 apres la ménopause) 2
Traitement hormonal substitutif 1,7
Régime riche en graisse 1,5
Consommation d’alcool 1,3

Tableau 1. Principaux facteurs de risque du cancer du sein et les risques
relatifs qui y sont associés (inspiré de McPherson et al., 2000).

Environ 15% des patientes avec un cancer du sein ont une
parente du 1¢r degré (mere, sceur, ou fille) également atteinte
(Collaborative Group on Hormonal Factors in Breast Cancer, 2001). La
plupart des cancers du sein associés a un risque génétique élevé sont liés
a une mutation germinale dans les genes BRCA 1 ou 2 (BReast CAncer
susceptibility genes). Le risque lié aux genes BRCA est de transmission
autosomique dominante. Ces genes interviennent, notamment, dans la
réparation des cassures doubles brins de I'’ADN via le mécanisme de
recombinaison homologue (Powell et al, 2003). En cas de perte de
fonction des genes BRCA 1 ou 2, le risque cumulé de cancer du sein a 70
ans est de l'ordre de 65 et 45%, respectivement. Ces cancers du sein
héréditaires apparaissent typiquement avant 50 ans et expriment plus

6
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rarement les récepteurs hormonaux (Antoniou et al., 2003). En dehors
de BRCA, il existe de nombreux autres genes associés a un risque élevé
(p.ex. TP53, PTEN, CDH1, ...) ou modéré (p.ex. CHEK2, PALB2, BARD1,
RAD51D, ...) de cancer du sein (Couch et al., 2014).

d. Diagnostic

i. Signes et symptomes

Dans les pays ou un programme de dépistage est mis en place, la
majorité des cancers du sein sont diagnostiqués a partir d'une
mammographie. A I'examen sénologique, le cancer du sein se présente
classiquement sous la forme d’'une masse hyperdense, hypoéchogene,
avec des contours spiculés et des calcifications internes (Harris, 2014;

Image 1).

Nipple

Image 1. Mammographie montrant une lésion mammaire
compatible avec un cancer du sein (Yale University, 2006).

Malgré le dépistage, jusqu'a 15% des cancers du sein restent
diagnostiqués suite a la palpation d’une lésion mammaire non détectée a
la mammographie (cancer « occulte ») et jusqu’a 30% apparaissent entre
deux mammographies (cancer « d’intervalle ») (Esserman et al,, 2011). A
la palpation, il s’agit généralement d’'une masse indurée, non mobile et,

7
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en cas de stade avancé, des modifications cutanées peuvent apparaitre
(érytheéme, ulceres, peau d’orange, ...) (Harris, 2014).

ii. Analyses anatomopathologiques

Toute lésion suspecte au niveau mammaire nécessitera une
biopsie a I'aiguille fine (fine needle aspiration) ou a I'aiguille creuse (core
needle biopsy). L’analyse histologique permettra de confirmer le
diagnostic de cancer du sein.

Il existe différents types histologiques de cancer du sein qui
different dans leur comportement et leur profil biologique (Image 2). Le
cancer canalaire infiltrant (CCI) (ou carcinome Not Otherwise Specified,
NOS) est le plus fréquent (70 a 80% des cas), suivi par le cancer lobulaire
infiltrant (CLI, 8% des cas), et les formes mixtes (canalaires et lobulaires,
7% des cas). Dans 5% des cas, on retrouve des formes plus rares de
cancers du sein (cancers mucineux, tubulaires, médullaires ou
papillaires) (Li et al., 2005).

o

Y

SoST S S X 2 2T g oEh ./ et e A 4 7 )
Image 2. Aspect histologique du cancer canalaire infiltrant (A) et du
cancer lobulaire infiltrant (B) (Johns Hopkins Medecine).
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e. Bilan post-diagnostic

Une fois le diagnostic de cancer du sein posé, le bilan sera
poursuivi avec une anamnese et un examen clinique exhaustifs, des
examens d’'imagerie et des analyses anatomopathologiques
complémentaires, afin de déterminer le stade et la stratégie
thérapeutique, propres a chaque patiente (Senkus et al., 2015).
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i. Anamnese, examen clinique et biologie
sanguine (Senkus et al., 2015)

En cas de lésion mammaire palpée, il faudra déterminer sa vitesse
d’apparition. Des signes en faveur de meétastases a distance seront
également recherchés, comme des douleurs osseuses ou des céphalées
inhabituelles. Le médecin devra systématiquement s’informer de I'état
de santé général, du statut ménopausique et des antécédents familiaux
sur le plan oncologique, en particulier l'existence d’'un cancer du sein
et/ou de I'ovaire chez un parent proche.

A l'examen clinique, les dimensions de la masse, la présence
d’adénopathies régionales et des signes en faveur de métastases, comme,
par exemple, une hépatomégalie, seront recherchés.

Une biologie sanguine générale sera réalisée, comprenant un
hémogramme complet, les fonctions rénale et hépatique, les
phosphatases alcalines osseuses et la calcémie. En cas de doute sur le
statut ménopausique, un dosage des taux sériques d’oestradiol et de FSH
(Follicule-Stimulating Hormone) sera demandé.

ii. Imagerie

Le bilan local comprendra une mammographie bilatérale, ainsi
qu'une échographie des seins et des aires ganglionnaires régionales
(Senkus et al., 2015).

Une IRM (Imagerie par Résonance Magnétique) mammaire n’est
pas indiquée en routine mais peut étre considérée en cas de (Sardanelli
etal,, 2010 et Senkus et al., 2015) :

- Dépistage chez une femme porteuse d’'une mutation BRCA ;

- Présence d'implants mammaires ;

- Cancer lobulaire infiltrant ;

- Atteinte multifocale et/ou multicentrique ;

- Imagerie conventionnelle non contributive ou en discordance

avec I'examen clinique ;

- Avant de débuter - et pour évaluer la réponse a - une

chimiothérapie néoadjuvante.

La recherche de métastases a distance n’est recommandée que

bY

dans des situations précises, a savoir en présence de signes d’appel
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évocateurs d'une localisation métastatique osseuse, pulmonaire ou
abdominale, a partir d'un stade IIB ou IIIA (voir section 1.e.v.) ou en cas
de cancer du sein inflammatoire. Le bilan consistera alors en un scanner
thoraco-abdomino-pelvien avec injection de produit de contraste et une
scintigraphie osseuse ou un PET-CT (Positron Emission Tomography-
Computed Tomography) du corps entier (NCCN Clinical Practice
Guidelines in Oncology, Breast Cancer, Version 2.2016).

Lorsqu'un traitement systémique (néo)adjuvant a base
d’anthracyclines et/ou de trastuzumab est envisagé, une évaluation de la
FEVG (fraction d’éjection ventriculaire gauche) par échographie
cardiaque trans-thoracique ou scanner multi-coupes est indispensable
(Senkus et al., 2015, cf. section 1.g.vii.).

iii. Analyses anatomopathologiques

Les données anatomopathologies complétes sont indispensables
avant l'initiation des traitements. Ces analyses nécessitent une biopsie a
I'aiguille creuse de la lésion mammaire et/ou des éventuelles
adénopathies suspectes.

Toute nouvelle tumeur mammaire devra étre testée pour
I'expression des récepteurs aux cestrogenes (ER) et a la progestérone
(Progesteron Receptors, PR). ER et PR seront considérés positifs s’ils sont
exprimés sur au moins 1% des cellules tumorales invasives en IHC
(immunohistochimie) (Hammond et al.,, 2010).

Une surexpression du géene HER2 (ou ERBB2, Human Epidermal
Growth Factor Receptor-2) est définie par une positivité sur plus de 10%
des cellules tumorales en immunohistochimie (IHC 3+) ou la présence
d’'une amplification de HER2 en FISH (Fluorescence In Situ Hybridisation)
avec un ratio HER2/CEP17 (Centromeric Probe to Chromosome 17)
supérieur ou égal a 2 (Wolff et al., 2013).

Les cancers du sein peuvent étre classés dans différents sous-
groupes en fonction de I'expression de ER, PR et HER2. Les cancers du
sein exprimant les récepteurs hormonaux (ER et/ou PR) sont les plus
fréquents (80% des cas). HER2 est surexprimé dans 23% des cas et,
parmi ces tumeurs,67% expriment également les récepteurs
hormonaux. Les tumeurs qui n’expriment ni ER, ni PR, ni HER2, sont
dites «triple négatives » (ou Triple Negative Breast Cancer, TNBC) et
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représentent 13% des cancers du sein (Parise et al, 2009). Il est
important de noter que la fréquence des sous-groupes peut varier en
fonction de l'origine ethnique. Par exemple, les TNBC sont plus fréquents
chez les patientes d’origine américano-africaine (O'Brien et al., 2010).

Le grade des cancers du sein est déterminé par le systéme de
classification de Elston-Ellis - lui-méme inspiré de la classification de
Bloom-Richardson - en fonction du pourcentage de formation tubulaire,
du degré de pléomorphisme nucléaire et de l'activité mitotique. Ces
différents marqueurs permettent de classer la tumeur du grade 1 a 3
(Elston et Ellis, 1991, Image 3).

Image 3. Aspect histologique d'un CCI de grade 1 (1), de
grade 2 (2) et de grade 3 (3) a grossissement faible (panel
A) et élevé (panel B) (Stuart Schnitt, MD).
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Une [HC pour l'antigene nucléaire Ki-67 permet d’évaluer le
pourcentage de cellules tumorales avec une activité mitotique. La
mesure du Ki-67 a tendance a étre fortement hétérogene et nécessite de
suivre des recommandations établies par un panel d’expert (Dowsett et
al,, 2011).

iv. Classification moléculaire

Début des années 2000, I'équipe de Perou et Sgrlie a identifié 5
sous-types moléculaires de cancer du sein: Luminal A, Luminal B,
Normal Breast-like, Basal-like, et HER2/ERBB2+. Pour ce faire, ils ont
étudié l'expression génique d'une centaine de carcinomes mammaire
avec des microarrays d’ADNc (ADN complémentaires) (Figure 3).

8 > > 52 11 52 > > 8

A

T

Luminal
Subtype A

Figure 3. Classification génomique des cancers du
sein selon 5 groupes (Luminal A, Luminal B,
Normal Breast-like, Basal-like, ERBB2+) en
utilisant une classification hiérarchique des
résultats de microarrays d’ADNc (Sgrlie T et al,,
2001).
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Le sous-groupe Luminal était largement représenté par les
tumeurs exprimant les ER et les marqueurs de type Luminal, comme les
cytokératines 8 et 18. En comparaison au sous-groupe Luminal A, le
sous-groupe Luminal B était caractérisé par une expression plus faible
des ER et une expression plus importante des genes de prolifération et
de progression dans le cycle cellulaire. Les trois autres sous-groupes
étaient caractérisés par une expression faible ou absente des ER et des
marqueurs de type Luminal. En particulier, le sous-groupe Basal-like
exprimait les cytokératines 5/6 et 17, le sous-groupe HER2+ exprimait
plusieurs genes de I'amplicon ERBB2 et le sous-groupe Normal Breast-
like exprimait des genes propres aux tissus adipeux et aux cellules non-
épithéliales. Ces résultats ont pu mettre en lumiére a quel point le cancer
du sein était une maladie hétérogene (Perou et al., 2000 et Sgrlie T et al,,
2001). En 2012, le TCGA (The Cancer Genome Atlas network) a réalisé
une analyse moléculaire détaillée de 507 cancers du sein. Les cancers
Luminal A étaient les plus fréquents (44%), suivis des Luminal B (24%),
des Basal-like (19%) et des HER2+ (11%) (The Cancer Genome Atlas
Network, 2012).

Définition clinico-

Sous-groupes pathologique Notes
*En fonction du laboratoire local. Par
ER+ exemple, si le laboratoire a une valeur
HER2- moyenne de Ki-67 de 20%, 30% est
Luminal A . considéré comme élevé et 10% est
Ki-67 bas* considéré comme bas

PR élevé**
**20% est le cut-off généralement utilisé

HER2 négatif
ER+
HER2-
Luminal B Ki-67 élevé ou PR bas
HER2 positif
ER+
HER2+

HER2+

HER2 /ERBB2+ ER et PR-

Basal-like ER, PR et HER2-* *Environ 80% des TNBC sont Basal-like

Tableau 2. Classification moléculaire du cancer du sein sur base des
données clinico-pathologiques classiques (surrogate markers) (Coates et al,,
2015 et Senkus et al., 2015).
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Ces données sont cependant difficilement applicables a la
pratique quotidienne, notamment d'un point de vue financier. L’équipe
de Parker a proposé d’utiliser une plateforme de microarray, avec un
nombre restreint de 50 genes prédéfinis (PAM50, Prosigna, USA), pour
déterminer le sous-groupe moléculaire du cancer du sein. La fiabilité de
cette plateforme a d’ailleurs été prospectivement validée (Parker et al,,
2009). La classification de Perou et Sgrlie a également été corrélée aux
résultats des IHC pour ER, PR, Ki-67 et a la présence ou non d'une
surexpression de HER2 (Coates et al, 2015 et Senkus et al, 2015,
Tableau 2).

v. Stade

Le stade du cancer du sein sera établi selon le systeme TNM
(Tumor, Nodes, Metastasis system) et permettra de mieux évaluer le
pronostic et de mieux guider les traitements. Le systeme TNM distingue
le stade clinique pré-thérapeutique, noté «cTNM», et le stade
anatomopathologique post-chirurgical, noté « pTNM », et « ypTNM » en
cas de traitement néoadjuvant. La 7¢me édition de la classification TNM
pour le cancer du sein primitif est résumée ci-dessous (4/CC-UICC TNM
Classification of Malignant Tumours, 7t edition, 2009, publié par Wiley-
Blackwell).

Tumeur primaire (T)

Tx : la tumeur primitive ne peut pas étre évaluée
TO : la tumeur primitive n’est pas palpable
Tis : carcinome in situ
Tis (DCIS) : carcinome canalaire in situ
Tis (CLIS) : carcinome lobulaire in situ
Tis (Paget) : maladie de Paget du mamelon sans tumeur sous-jacente
NB : la maladie de Paget associée a une tumeur est classée en fonction
de la taille de la tumeur
T1 : tumeur < 2 cm dans sa plus grande dimension
T1mic : micro-invasion £ 1 mm dans sa plus grande dimension
Tla:1 mm < tumeur <5 mm dans sa plus grande dimension
T1b : 5 mm < tumeur £ 1 cm dans sa plus grande dimension
T1lc:1 cm < tumeur < 2 cm dans sa plus grande dimension

T2 :2 cm < tumeur < 5 cm dans sa plus grande dimension
T3 : tumeur > 5 cm dans sa plus grande dimension

14
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T4 : tumeur, quelle que soit sa taille, avec une extension directe a la paroi
thoracique ou a la peau
T4a : extension a la paroi thoracique en excluant le muscle pectoral
T4b : cedeme (y compris peau d’orange) ou ulcération de la peau du
sein, ou nodules de perméation situés sur la peau du méme sein
T4c:T4a + T4b
T4d : cancer inflammatoire

Ganglions lymphatiques régionaux (pN)

pNx : I'envahissement des ganglions lymphatiques régionaux ne peut pas étre
évalué (par exemple, les ganglions ont déja été enlevés chirurgicalement ou ne
sont pas disponibles pour I'analyse anatomopathologique du fait de I'absence
d’évidement)
pNO : absence d’envahissement ganglionnaire régional histologique et absence
d’examen complémentaire a la recherche de cellules tumorales isolées
pNO(i-) : absence d’envahissement ganglionnaire régional histologique,
étude immunohistochimique négative
pNO(i+) : absence d’envahissement ganglionnaire régional histologique,
[HC positive, avec des amas cellulaires < 0,2 mm (considéré comme sans
meétastase ganglionnaire)
pNO(mol-) : absence d’envahissement ganglionnaire régional
histologique, biologie moléculaire négative (RT-PCR)
pNO(mol+) : absence d’envahissement ganglionnaire régional
histologique, biologie moléculaire positive (RT-PCR)

PN1mnic : micrométastases > 0,2 mm et < 2 mm
pN1 : envahissement de 1 a 3 ganglions axillaires et/ou de la chaine mammaire
interne détecté sur le ganglion sentinelle, sans signe clinique
pN1la: envahissement de 1 a 3 ganglions axillaires
pN1b : envahissement des ganglions de la chaine mammaire interne
détecté sur le ganglion sentinelle, sans signe clinique
pNlc:pNla+pN1lb

PN2 : envahissement de 4 a 9 ganglions axillaires ou des ganglions mammaires
internes homolatéraux suspects, en I'absence d’envahissement ganglionnaire
axillaire
pNZ2a: envahissement de 4 a 9 ganglions axillaires avec au moins un
amas cellulaire > 2 mm
pN2b : envahissement des ganglions mammaires internes homolatéraux
suspects, en 'absence d’envahissement ganglionnaire axillaire

pN3 : envahissement d’au moins 10 ganglions axillaires ou envahissement des

ganglions sous-claviculaires ou envahissement des ganglions mammaires
internes homolatéraux suspects avec envahissement ganglionnaire axillaire ou
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envahissement de plus de 3 ganglions axillaires et envahissement des ganglions
de la chaine mammaire interne détecté sur le ganglion sentinelle sans signe
clinique ou envahissement des ganglions sus-claviculaires homolatéraux
pN3a: envahissement d’au moins 10 ganglions axillaires (avec au moins
un amas cellulaire > 2 mm) ou envahissement des ganglions sous-
claviculaires
pN3b : envahissement des ganglions mammaires internes homolatéraux
suspects avec envahissement ganglionnaire axillaire ou envahissement
de plus de 3 ganglions axillaires et envahissement des ganglions de la
chaine mammaire interne détecté sur le ganglion sentinelle sans signe
clinique
pN3c: envahissement des ganglions sus-claviculaires homolatéraux

Métastases a distance (M)

Mx : renseignements insuffisants pour classer les métastases a distance
MO : absence de métastases a distance
M1 : présence de métastase(s) a distance

Classification par stade UICC

0: Tis NO MO

I1:T1NO MO

IIA: TON1MO; T1 N1MO; T2 NO MO

IIB: T2 N1MO; T3 NOMO

IIIA: TON2 MO; T1 N2MO; T2N2MO; T3N1MO; T3N2MO
IIIB : T4 NO MO ; T4 N1 MO ; T4 N2 MO

IIIC : tous T N3 MO

IV :tous T Tous N M1

Six a dix pourcents des patientes présenteront un cancer du sein
meétastatique d’emblée au diagnostic (cancer du sein métastatique de
novo) et, en fonction du stade initial et de la biologie de la tumeur,
environ 30% des patientes diagnostiquées avec un cancer du sein non
meétastatique développeront des lésions secondaires durant leur suivi
(Dawood et al.,, 2010).

f. Facteurs pronostiques et prédictifs

Par définition, un facteur pronostique doit pouvoir fournir des
informations sur l'évolution clinique de la maladie au moment du
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diagnostic, et ce indépendamment des traitements (Gasparini et al,
1993). Par rapport aux facteurs pronostiques, les facteurs prédictifs
donnent des informations sur les chances de réponse a un traitement
spécifique. Il est primordial, pour le clinicien, d’identifier les différents
marqueurs pronostiques et prédictifs au moment du diagnostic initial
d’un cancer du sein, afin de mieux individualiser les traitements.

Les différents consensus internationaux, dont le plus récent est le
consensus de St. Gallen 2015 (Coates et al, 2015), ont déterminé
plusieurs facteurs pronostiques et prédictifs dans le cancer du sein. Bien
qu’ils puissent étre classés séparément, certains facteurs sont a la fois
pronostiques et prédictifs (p.ex., la surexpression de HER2).

Du point de vue de la patiente, I'age est un élément pronostique
important. Deux études ont montré qu’un age jeune (< 35 ans) ou avancé
(> 65 ans), au moment du diagnostic, est associé a un moins bon
pronostic, y compris apres ajustement en fonction du stade TNM, des
caractéristiques tumorales et des traitements (Anders et al, 2008 et
Bastiaannet et al, 2010). Par ailleurs, aux Etats-Unis, les patientes
caucasiennes avec un cancer du sein non-métastatique ont une meilleure
survie par rapport aux femmes d’origine afro-américaine, chez qui un
TNBC est d’ailleurs plus souvent diagnostiqué (Siegel et al., 2011 et
O'Brien etal., 2010).

Du point de la vue de la tumeur, le stade TNM (taille tumorale,
présence d'un envahissement ganglionnaire ou de métastase(s) a
distance) est le facteur pronostique le plus important. Le taux de survie
globale pour le cancer du sein, tous stades confondus, est de 88% a 5 ans
et de 78,9% a 10 ans. Quatre-vingt cinq pourcent des patientes seront
diagnostiquées avec un stade localisé (stade I ou II) et auront un taux de
survie a 5 ans supérieur a 90% (Cancer Survival in Belgium, Belgian
Cancer Registry, Brussels 2012). Plus précisément, la survie globale a 5
ans est de 99% pour un stade I, de 93% pour un stade II, de 72% pour un
stade III et de 22% pour un stade IV (Howlader et al., 2016). Pour le
cancer du sein non-métastatique, I’envahissement ganglionnaire initial
est un facteur pronostique primordial. Une diminution de la survie
globale a été observée en cas de macrométastase axillaire (pN1), et une
diminution de la survie sans récurrence en cas de micrométastase
axillaire (pN1mic). Par contre, la présence de cellules tumorales isolées
(pNOitc) dans les ganglions axillaires ne semble pas influencer le
pronostic de facon significative (Andersson et al., 2010).
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Le grade histologique et les marqueurs de prolifération, comme le
Ki-67, ou d’invasion, comme le uPA-PAI1 (urokinase Plasminogen
Activator-Plasminogen Activator Inhibitor 1), sont également des facteurs
pronostiques importants (Senkus et al, 2015). Cependant, leur utilité
clinique est controversée en raison de leur hétérogénéité et des
difficultés méthodologiques liées a leur évaluation, en particulier pour le
Ki-67 (Polley et al., 2013). L’ASCO (American Society of Medical Oncology)
a d’ailleurs décidé de ne pas utiliser le Ki-67 pour déterminer le
pronostic du cancer du sein. De méme, la présence d’emboles lympho-
vasculaires péri-tumorales semble étre associée a un plus haut risque de
rechute, mais une étude récente n’a pas pu le valider comme facteur
pronostique indépendant (Ejlertsen et al., 2009).

L’expression de ER est généralement associée a un meilleur
pronostic. Le taux annuel de rechute durant les 5 premieres années
apres le traitement initial est plus faible en cas de tumeurs ER+ par
rapport aux tumeurs ER- (9,9 versus 11,5%). Par contre, apres 5 ans, les
patientes avec une tumeur ER+ ont un plus haut risque annuel de
récurrence (5,4 versus 3,3% entre 5 et 10 ans; 2,9 versus 1,3% entre 10
et 15 ans; 2,8 versus 1,2% entre 15 et 20 ans) (Colleoni et al., 2016). ER
est un marqueur prédictif de la réponse au traitement adjuvant par
Tamoxiféne, comme démontré dans I'étude réalisée par 'EBCTCG (Early
Breast Cancer Trialists’ Collaborative Group). En cas de tumeurs ER+, le
Tamoxiféne permettait de réduire le risque de récurrence de 39% et le
risque de déces de 30%, aprés un suivi de 15 ans. Le bénéfice était
indépendant de l'expression de PR, de l'dge, de I’envahissement
ganglionnaire et de l'utilisation d'une chimiothérapie adjuvante. Le
Tamoxiféene n’offrait par contre aucun bénéfice en survie pour les
tumeurs ER- (Davies et al,, 2011).

PR apparait également comme un facteur pronostique. Dans une
étude portant sur 1000 patientes, opérées a titre curatif pour un cancer
du sein débutant, les analyses multivariées ont montré que I'expression
de PR était indépendamment associée a une meilleure survie sans
maladie (Hazard Ratio [HR] 2,72, 95% CI 2,11-3,49, P < 0,001) (Purdie et
al., 2014). Sur le plan prédictif, comme mentionné ci-dessus, le statut de
PR est par contre fortement lié a celui de ER et ne permet pas de prédire
de maniére indépendante le bénéfice d'une hormonothérapie adjuvante
par Tamoxifene (Davies et al.,, 2011).
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L’amplification de HER2 est associée a un pronostic plus sombre
pour les cancers du sein avec (Tandon et al.,, 1989 et Gusterson et al,,
1992) et sans (Chia et al, 2008) envahissement ganglionnaire.
Cependant, depuis 'introduction du Trastuzumab, le statut de HER2 est
principalement utilisé comme facteur prédictif. Les études prospectives
portant sur les thérapies anti-HER2 (voir section 1.g.v.) ont clairement
montré que ces traitements sont associés a un bénéfice clinique chez les
patients HER2+, en situation adjuvante et métastatique.

La classification moléculaire du cancer du sein possede
indubitablement une valeur pronostique. Les risques de rechute et de
déces sont plus importants dans les sous-groupes HER2+ et Basal-like,
comparés au sous-groupe Luminal (Voduc et al., 2010 et O’Brien et al,,
2010).

Les profils d’expression de genes spécifiques au sein de la tumeur
ont également montré un intérét pronostique. Plusieurs plateformes
sont  disponibles  (Oncotype-Dx®,  Mammaprint®,  Prosigna®,
Endopredict®, ...). L’'Oncotype-Dx® est le premier test validé pour les
patientes atteintes d'un cancer du sein ER+, HER2- et sans
envahissement ganglionnaire. Ce test a été évalué de maniere
prospective dans I’étude TAILORx. Il permet d’identifier un sous-groupe
de patiente avec un risque de rechute tres faible sous hormonothérapie
seule (98,7% des patientes sans récidive a 5 ans, 95% CI 97,9-99,2), et ce
faible risque ne justifierait pas le recours a une chimiothérapie (Sparano
etal, 2015).

Facteurs Pronostiques Prédictifs
Age Oui Non
Ethnie Oui Non
Stade TNM Oui Non
Grade histologique Oui Non
ER et/ou PR Oui Oui
HER2 Oui Oui
Profil moléculaire Oui Oui

Tableau 3. Résumé des facteurs pronostiques et prédictifs associés au
cancer du sein (inspiré de Freres et al., 2010, voir Annexes, Article 4).
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g. Traitements

i. Chirurgie

La chirurgie fait partie intégrante du traitement locorégional du
cancer du sein. Elle devra étre conservative autant que possible. Il existe
2 types de chirurgie conservatrice : la tumorectomie et Ila
quadrantectomie. La différence entre ces deux chirurgies correspond au
volume de glande mammaire enlevé. La tumorectomie consiste a enlever
uniquement la tumeur palpable et le tissu environnant. La
quadrantectomie (ou mastectomie segmentaire) intéresse une zone plus
large de glande mammaire, correspondant a un quadrant du sein, et est
donc réservée a des 1ésions plus étendues (Harris, 2014).

Dans la mastectomie totale, toute la glande mammaire est
enlevée, avec l'aréole et le mamelon. Les muscles sous le sein sont
conservés (Harris, 2014). Une mastectomie est uniquement indiquée en
cas de (Senkus et al., 2015) :

- Souhait de la patiente ;

- Cancers multifocaux et multicentriques ;

- Récurrence apres un traitement conservateur ;

- Antécédent de radiothérapie thoracique ou contre-indication

meédicale a la radiothérapie ;

- Tumeur de taille importante par rapport a la taille du sein ;

- Mastectomie prophylactique en cas de mutation BRCA.

Tumorectomie

Tumor Mastectomie
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Image 4. Illustrations des différents types de chirurgie
mammaire (American Cancer Society, 2016).
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Le statut des ganglions axillaires est un des facteurs pronostiques
les plus importants dans le cancer du sein (cf. section 1.f.) et leur examen
histologique est la méthode la plus fiable pour rechercher un
envahissement ganglionnaire. Le curage axillaire (Axillary Lymph Node
Dissection, ALND) consiste a enlever une partie des ganglions situés dans
le creux de l'aisselle pour permettre leur examen histologique. Cette
intervention est généralement réalisée au cours de la chirurgie
mammaire et minimum 10 ganglions doivent étre retirés (Harris, 2014).
Le risque de lymphoedéme du membre supérieur associé a cette
technique est de 'ordre de 25% (Donker et al., 2014). Une alternative a
I’ALND est la biopsie du ganglion sentinelle (Sentinel Lymph Node Biopsy,
SLNB). Le ganglion sentinelle est le premier ganglion lymphatique d’'une
chaine ou d’un amas ganglionnaire qui regoit la lymphe provenant de la
région tumorale. En cas d’infiltration ganglionnaire, les cellules
cancéreuses se propageront le plus vraisemblablement a ce(s)
ganglion(s) sentinelle(s) (Harris, 2014).La SNLB est maintenant
acceptée comme un standard dans la prise en charge du cancer du sein
localisé, en I'absence d’envahissement ganglionnaire suspecté a 'examen
clinique ou a I'échographie (Lyman et al., 2005). Dans ces conditions, la
SLNB offre la méme survie et le méme controle régional par rapport a
I’ALND (Krag et al., 2010).

ii. Radiothérapie

Dans le cadre du cancer du sein, le traitement conservateur
(Breast Conserving Therapy, BCT) est défini par l'association d’une
chirurgie conservatrice suivie d’'une radiothérapie complémentaire. Par
rapport a la mastectomie, le BCT est associé a une survie a 10 ans au
moins équivalente, voire supérieure (van Maaren et al., 2016).

Une radiothérapie externe est indiquée au niveau mammaire
(Whole Breast Radiation Therapy, WBRT) apres une chirurgie
conservatrice dans la majorité des cas. La WBRT permet alors de réduire
significativement le risque de récurrence a 10 ans et de déces par cancer
du sein a 15 ans (Darby et al, 2011). L’extension des champs de
radiothérapie aux aires ganglionnaires régionales (aires supra- et infra-
claviculaires, chaine mammaire interne) apporte également un bénéfice
en cas d’envahissement axillaire initial ou de maladie a haut risque
(Poortmans etal,, 2015 et Whelan et al., 2015).
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Apres mastectomie et ALND, la radiothérapie externe (Post-
Mastectomy Radiation Therapy, PMRT) permet également de réduire
significativement le risque de récurrence a 10 ans et de déces par cancer
du sein a 20 ans, mais uniquement chez les patientes avec au moins un
ganglion axillaire envahi (McGale et al., 2014).

iili. Chimiothérapie adjuvante

Une chimiothérapie adjuvante, c’est-a-dire apres la chirurgie
initiale, est utilisée afin de diminuer le risque de récidive lié au cancer du
sein. Selon le consensus de St-Gallen, la décision d’administrer une
chimiothérapie adjuvante peut étre basée sur la classification
moléculaire du cancer du sein, obtenue a partir du statut de ER, PR, Ki-67
et HER2 (Tableau 2 et Coates et al., 2015).

Pratiquement, une chimiothérapie est indiquée dans la plupart
des TNBC et des cancers HER2+. En cas de cancer HER2- de type
Luminal, l'indication de chimiothérapie devra étre individualisée en
fonction des facteurs pronostiques et prédictifs, propres a chaque
patiente (cf. section 1.f.). Hormis en cas d’envahissement ganglionnaire
massif (4 ganglions envahis ou plus), la majorité des cancers Luminal A
ne nécessitera pas de chimiothérapie adjuvante. Pour les cancers
Luminal B, les experts recommandent une chimiothérapie en cas de
grade 3, de 4 ganglions envahis ou plus, d’'une faible expression des
récepteurs hormonaux, d'un Ki-67 élevé et de la présence de
nombreuses emboles lympho-vasculaires. Dans le cadre des cancers
Luminal B, les tests moléculaires, comme par exemple I'Oncotype-Dx®,
peuvent aider le clinicien a évaluer le risque de rechute et le besoin
d’'une chimiothérapie complémentaire (Coates et al., 2015 et Senkus et
al.,, 2015).

Le schéma classique de chimiothérapie adjuvante dans les cancer
du sein comprend 4 cycles a base d’anthracyclines (Doxorubicine ou
Epirubicine) associées au Cyclophosphamide, suivis d’'un traitement a
base de taxanes (Paclitaxel ou Docétaxel). La durée totale de la
chimiothérapie sera, en moyenne, de 20 semaines. Globalement,
'association d’anthracyclines et de taxanes permet de réduire de 20 a
25% la mortalité liée au cancer du sein (Peto et al., 2012 et Senkus et al,,
2015).
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iv. Hormonothérapie

Les oestrogenes jouent un role clé dans la carcinogénéese
mammaire (cf. section 1.c.). La privation en cestrogénes est donc un des
traitements fondamentaux du cancer du sein ER+.

Il existe 3 modalités pour empécher les cestrogenes d’agir au

niveau des cellules cancéreuses mammaires :

- la suppression de la fonction ovarienne (Ovarian Function
Suppression, OFS), par ovariectomie bilatérale, irradiation des
ovaires ou administration d'un agoniste LHRH (Luteinizing
Hormone Releasing Hormone) ;

- les anti-cestrogenes, a savoir le Tamoxiféne, un modulateur
sélectif des ER (Selective Estrogen Receptor Modulator, SERM),
et le Fulvestrant, qui provoque une dégradation spécifique
des ER (Selective Estrogen Receptor Degrader, SERD) ;

- les inhibiteurs de I'aromatase (Aromatase Inhibitors, Al), a

savoir le Létrozole, I’Anastrozole et 'Exémestane.

Une indication d’hormonothérapie (HT) est retenue a chaque fois
que l'expression d’ER est positive sur au moins 1% des cellules
canceéreuses en [HC (Hammond et al,, 2010). En cas de cancer ER+, 'HT
est indiquée peu importe 'utilisation ou non d'une chimiothérapie ou de
thérapie(s) ciblée(s). Le choix du type d’'HT dépendra principalement du
statut ménopausique de la patiente et des effets secondaires attendus
(Senkus et al., 2015).

Chez les femmes pré-ménopausées, le Tamoxifene (Nolvadex®)
pendant 5 a 10 ans est un standard (Senkus et al., 2015). Au niveau du
tissu mammaire, le Tamoxiféne se fixe de maniere compétitive sur les ER
et y exerce un effet antagoniste (Riggs et al., 2003, Image 5). Dans une
meéta-analyse, comprenant plus de 20.000 patientes avec un cancer ER+,
le Tamoxifene pendant 5 ans diminuait significativement le risque de
récurrence a 10 ans et de déces par cancer du sein a 15 ans (Davies et al.,
2011). Par rapport a une durée de 5 ans, le Tamoxifene pendant 10 ans
permettait d’encore réduire le risque de récurrence et de déces par
cancer du sein a 15 ans (Davies et al, 2013). L’ajout d’'une OFS au
Tamoxiféene pendant 5 ans n’a, par contre, pas montré de bénéfice
significatif en terme de survie sans maladie chez la femme pré-
meénopausée (Francis et al., 2015).
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Chez les patientes post-ménopausées, le Tamoxifene et les Al sont
deux options valables (Senkus et al., 2015). Les Al, comme leur nom
I'indique, inhibent les aromatases, des enzymes présentent dans de
nombreux tissus périphériques (muscles, foie, tissus adipeux, ...) et qui
assurent la conversion de substrats androgéniques en cestrogenes
(Figure 4). Les aromatases sont la principale source d’cestrogenes au
niveau plasmatique chez la femme ménopausée. Dans cette population,
un traitement par Al pendant 5 ans permet de réduire le risque de déces
par cancer du sein de 15% supplémentaire par rapport au Tamoxifene
pendant 5 ans (Dowsett et al, 2015). Comme pour le Tamoxiféne, la
prolongation de I’Al jusqu’a 10 ans a permis de significativement
améliorer la survie sans maladie (Goss et al., 2016).

Androstenedione Testosterone

asiaanil |
Peripheral tissues (subcutaneous
fat, liver, muscle, or brain}

A & Aromatase A +
romatase w——— 1o tore — = Aromatase

Y

Estrone

Estradiol

Tamoxifen

Estrogen receptor

Breast-cancer cell

Figure 4. Mécanismes d’action du Tamoxifene et
des Al dans le traitement du cancer du sein (Smith
etal., 2003).

v. Thérapies ciblées

L’oncogéne HER2 code pour une glycoprotéine transmembranaire
avec un domaine intracellulaire possédant une activité de type tyrosine
kinase. HER2 appartient a la famille des récepteurs EGFR (Epidermal
Growth Factor Receptor), qui jouent un roéle critique dans l'activation des
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voies de signalisation intracellulaire aboutissant a la croissance et la
différenciation tumorale. La surexpression de HER2 est détectée dans
environ 20% des cancers du sein et est associée a un pronostic
défavorable (Arteaga et al.,, 2012).

Le Trastuzumab (Herceptine®), mis au point fin des années 1990,
est un anticorps monoclonal recombinant qui cible spécifiquement les
récepteurs HER2. Dans une meéta-analyse de la Cochrane, portant sur
12.000 patientes avec un cancer du sein HER2+, le Trastuzumab en
association avec une chimiothérapie adjuvante, puis poursuivi seul pour
une durée totale de 1 an, améliorait trés significativement la survie
globale des patientes (HR 0,66, 95% CI 0,57-0,80, P < 0,00001) (Moja et
al,, 2012). La prolongation du traitement adjuvant par Trastuzumab pour
une durée de 2 ans n’a, par contre, pas montré de supériorité par rapport
a 1 an de traitement (Goldhirsch et al., 2013). Le Pertuzumab (Perjeta®),
un anticorps monoclonal qui bloque spécifiquement 'hétérodimérisation
de HERZ avec d'autres récepteurs de la famille EGFR, a également
permis, en association avec la chimiothérapie adjuvante et le
Trastuzumab, de prolonger la survie sans récidive des patientes avec un
cancer HER2+ (von Minckwitz etal., 2017).

De nombreuses thérapies ciblées sont en cours d’étude dans le
cancer du sein. Ces nouvelles thérapies ciblées, citées ci-dessous, ont
toutes montré un bénéfice au stade métastatique. Cependant, leur impact
clinique est encore en cours d’évaluation dans le cadre d'un traitement
adjuvant ou néoadjuvant pour le cancer du sein localisé.

Apres l'arrivée du Trastuzumab, d’autres molécules ont permis
d’augmenter la survie des patientes avec un cancer du sein HER2+ au
stade métastatique : le Pertuzumab (Swain et al,, 2015), le Trastuzumab
Emtansine (T-DM1, Kadcyla®), une combinaison du Trastuzumab avec
un inhibiteur des microtubules appelé le DM1 (Krop et al., 2014), et le
Lapatinib (Tyverb®), un inhibiteur de I'activité tyrosine kinase de HER2
(Geyer et al., 2006).

Dans les cancers du sein ER+ et HER2-, le Palbociclib (Ibrance®),
le Ribociclib (Kisqali®) et ’Abémaciclib, des inhibiteurs des CDK 4/6,
ainsi que I'Everolimus (Afinitor®), un inhibiteur de mTOR, ont montré un
bénéfice en termes de survie sans progression au stade métastatique
(Baselga et al,, 2012 et Freres et al,, 2016, voir Annexes, Article 5).
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vi. Traitements systémiques néoadjuvants

Un traitement systémique premier, dit néoadjuvant, peut étre
recommandé chez les patientes avec un cancer du sein inopérable (=
stade IIIA ou Locally Advanced Breast Cancer, LABC) ou un cancer
opérable mais pour lequel une chirurgie conservatrice est impossible. Le
choix du timing des traitements systémiques (adjuvant ou néoadjuvant)
n’a pas d'impact sur le pronostic a long terme du cancer du sein (Gianni
etal., 2009).

La chimiothérapie néoadjuvante (NeoAdjuvant Chemotherapy,
NAC) a pour principal objectif d’augmenter les chances de chirurgie
conservatrice (Mieog et al., 2007). Mais elle offre également d’autres
avantages; elle permet notamment d’évaluer la sensibilité de la tumeur a
la chimiothérapie. L’oncologue pourra ainsi décider d’'interrompre une
chimiothérapie inefficace, ce qui est impossible dans le contexte du
traitement adjuvant. Du point de vue de la recherche scientifique, la NAC
constitue une opportunité pour étudier in vivo l'effet des agents
cytotoxiques au niveau tumoral et systémique.

La présence d’'une réponse pathologique complete (pathological
Complete Response, pCR), par rapport a une réponse partielle
(pathological Partial Response, pPR), est un important indice pronostique
pour les patientes traitées par NAC. Une pCR est définie par I'absence de
maladie invasive résiduelle dans le tissu mammaire et les ganglions
apres la NAC (ypTONO ou ypTisNO selon le systeme TNM, cf. section
1.e.v.). Une méta-analyse a montré que, par rapport a une pPR, une pCR
est associée a une meilleure survie globale, particulierement en cas de
TNBC (HR 0,19, 95% CI 0,12-0,31) et de cancers ER-/HER2+ traité par
Trastuzumab en plus de la NAC (HR 0,08, 95% CI 0,03-0,22) (Cortazar et
al.,, 2014).

Le régime de chimiothérapie utilisé en situation néoadjuvante est
sensiblement le méme qu’en situation adjuvante (cf. section 1.g.iii.). Le
Trastuzumab sera également ajouté aux taxanes chez les patientes avec
un cancer HER2+. Le double blocage de HER2, par l'addition de
Pertuzumab ou de Lapatinib, en plus du Trastuzumab, a permis une
augmentation significative du taux de pCR, sans toxicité surajoutée. A
I'heure actuelle, il n’est cependant pas encore établi que le double
blocage de HER2 se traduise par un bénéfice en survie sur le long terme
(Gianni et al., 2012 et Baselga et al,, 2012). De méme, chez les patientes
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avec un TNBC, l'utilisation de Carboplatine a augmenté les chances
d’obtenir une pCR mais son impact sur le long terme n’est pas encore
connu (von Minckwitz et al., 2014 et Sikov et al., 2015).

h. Cardiotoxicité des traitements

Plusieurs traitements anti-cancéreux - la chimiothérapie, la
radiothérapie et les thérapies ciblées - peuvent étre a l'origine d'une
toxicité cardiaque. Cette toxicité inclut I'hypertension artérielle (HTA),
les arythmies, les altérations de la FEVG et l'insuffisance cardiaque
(Chemotherapy-Related Cardiac Dysfunction, CRCD). Elle touche plus
spécifiquement les patients présentant des facteurs de risque cardio-
vasculaires (obésité, diabete, HTA, tabagisme, insuffisance rénale) et la
population pédiatrique. Cet effet secondaire, parfois dévastateur, est
connu depuis de nombreuses années et ses bases moléculaires sont
partiellement élucidées. Cependant, a I'heure actuelle, il est toujours
difficile de prédire et prévenir une atteinte cardiaque liée a un
traitement cytotoxique (Meinardi et al., 2000 et Freres et al., 2016, voir
Annexes, Article 6).

Les anthracyclines sont utilisées depuis les années 1960 dans de
nombreux types de cancers, et notamment dans le cancer du sein. Les
mécanismes de leur cardiotoxicité impliquent des cassures d’ADN par
inhibition de la topoisomérase 2, une perturbation de I'homéostasie du
calcium, une inhibition de la chaine respiratoire mitochondriale et la
formation de radicaux libres aboutissant a I'apoptose des
cardiomyocytes (Sandhu et al, 2014). Sur le plan clinique, les
anthracyclines peuvent entrainer une diminution progressive et
irréversible de la FEVG (CRCD de type 1). Cette toxicité peut étre
précoce, apparaissant dans I'année (2% des cas), ou tardive, jusqu’a 20
ans apres l'arrét des traitements (4 a 5% des cas). Elle constitue un
véritable challenge : des études pédiatriques ont montré qu’environ 65%
des patients présentent une anomalie cardiaque 6 ans apres la fin des
anthracyclines (Lipshultz et al., 1995 et Kremer et al., 2000). Le facteur
de risque principal est la dose cumulée d’anthracyclines. Les doses
totales d’Epirubicine sont ainsi limitées a 900 mg/m?. Les autres facteurs
de risque sont: le sexe féminin, un antécédent de radiothérapie
thoracique, I'age (sujets jeunes et agés), l'association avec d’autres
agents cardiotoxiques (p.ex. Trastuzumab et taxanes en cas de cancer du
sein HER2+), un traitement prolongé avec des doses rapprochées et une
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pathologie cardio-vasculaire sous-jacente (Curigliano et al., 2010; Floyd
et al., 2005 et Sandhu et al,, 2014).

Les anti-HERZ possedent également une toxicité cardiaque. Elle
implique le plus souvent une réduction asymptomatique de la FEVG et,
rarement, une insuffisance cardiaque congestive (Congestive Heart
Failure, CHF ou CRCD de type 2). Le risque de cardiotoxicité sous
Trastuzumab est compris entre 2 et 13%, particulierement apres 50 ans
et lors de l'utilisation concomitante d’anthracyclines. Le mécanisme
moléculaire est distinct de celui des anthracyclines : 'anti-HER2 diminue
la contractilité des cardiomyocytes sans entrainer leur apoptose. Par
conséquent, sa cardiotoxicité est réversible, le plus souvent en 2 a 4 mois
(Floyd et al., 2005, Tableau 4).

CRCD Type 1 Type 2
Drogues Anthracyclines Anti-HER2
Evolution clinique Toxicité irréversible Toxicité réversible
Relation dose - effet Oui Non
Mécanismes Formation de radicaux libres, Blocage de la

stress oxydatif signalisation HER2

. . Vacuoles, désorganisation des Absence d’anomalie

Histologie o . s
myofibrilles, nécrose ultra-structurelle visible
Réintroduction Haut risque de récidive Faible risque de récidive

Tableau 4. Principales différences entre les 2 types de CRCD
(Chemotherapy-Related Cardiac Dysfonction) (inspiré d’Ewer et al., 2005).

Concernant l'hormonothérapie, une méta-analyse, regroupant
19.000 patientes, suggere que les Al sont associés a une augmentation du
risque relatif d’événements cardio-vasculaires par rapport au
Tamoxiféne (risque relatif de 1,31). Le risque absolu reste cependant
faible, de l'ordre de 0,5%. Le mécanisme proposé est une perturbation
du profil lipidique induite par les Al (Cuppone et al.,, 2008).
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L’irradiation au niveau thoracique, par exemple dans le cancer du
sein ou la maladie de Hodgkin, peut également endommager le cceur, en
particulier les artéres coronaires. Dans le cancer du sein, une étude cas-
témoins, portant sur plus de 2000 patientes, a montré que la
radiothérapie augmentait le risque d’événement coronaire majeur. Le
risque était directement lié a la dose regue. Il apparaissait apres moins
de 5 ans et persistait jusqu’a 20 ans apres la fin du traitement. Le risque
absolu était plus important pour les patientes avec des facteurs de risque
cardio-vasculaires préexistants (Darby et al., 2013).

Méthodes de détection par imagerie

Afin de dépister précocement une CRCD, une surveillance
rapprochée des patientes qui ont recu des anthracyclines et/ou un anti-
HER2 est suggérée. La méthode de surveillance la plus utilisée a '’heure
actuelle est I’échographie cardiaque bidimensionnelle (2D). Cependant, il
n'existe pas de recommandations claires des sociétés scientifiques
concernant les modalités de ce suivi (fréquence, durée, type d’examens).

L’échographie cardiaque 2D est malheureusement peu sensible
pour détecter une CRCD. Ceci est principalement du au fait que la FEVG
diminue tardivement dans le décours de l'atteinte cardiaque et que
I'examen est opérateur-dépendant (Curigliano et al, 2010).
L’échographie avec contraste ou tridimensionnelle (3D) pourrait, dans
'avenir, remédier a ces problémes mais les données sont actuellement
insuffisantes (Armstrong et al.,, 2012). L’autre difficulté des techniques
d’échographie est que le seuil pathologique pour la FEVG n’est pas défini.
Ainsi, la sensibilité de ’échographie 2D augmentera d’autant plus que le
seuil pathologique est bas.

Pour les patients qui présentent une FEVG comprise entre 50 et
59% en échographie 2D, une exploration complémentaire peut étre
préconisée. La ventriculographie isotopique (MUGA scan) et I'IRM
cardiaque permettent de détecter des modifications de la structure ou de
la fonction cardiaque liées aux drogues cytotoxiques lorsque les résultats
de I'échographie sont sub-optimaux. Ces examens ont comme
inconvénient de ne pas étre facilement accessibles (Armstrong et al,,
2012).

Il est donc primordial d’évaluer de nouvelles méthodes afin
d’identifier et traiter rapidement les patientes concernées.
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Méthodes de détection biologiques

Le role des biomarqueurs dans la détection précoce de la CRCD
doit encore étre validé par des études prospectives. Les biomarqueurs
représentent cependant un potentiel intéressant car ils sont facilement
accessibles.

Les troponines T (cardiac-specific troponins T, cTnT) constituent
un marqueur sensible et spécifique de la lésion myocardique, comme
dans l'infarctus du myocarde et la myocardite. Deux études ont montré
que les patients ayant des cTnT élevées durant et apres une
chimiothérapie a base d’anthracyclines, pour différents types de cancer,
présentaient une plus haute incidence d’évenements cardiaques
(Cardinale et al., 1999 et 2004). L'inconvénient des cTnT est que leur
augmentation implique une nécrose des cellules myocardiques, ce qui
n’est pas forcément le cas lors de la chimiothérapie, et que leur demi-vie
est relativement courte (2 heures), nécessitant une prise de sang
rapidement apres la cure (White, 2011).

Le NT-proBNP (N-Terminal Brain Natriuretic Peptide) est secrété
par les ventricules cardiaques lorsque ceux-ci sont distendus. Il s’agit
d’'un marqueur diagnostique et pronostique dans la CHF (Maisel, 2002).
Une élévation significative du NT-proBNP apres un traitement par
anthracyclines a déja été mise en évidence (Meinardi et al, 2001 et
Poutanen et al, 2003). De plus, 'augmentation du NT-pro-BNP sous
anthracyclines semble prédictive d’une toxicité cardiaque tardive du
traitement (Sandri et al,, 2005). Cependant, la valeur seuil de NT-proBNP
n'est pas encore déterminée et ce biomarqueur ne peut remplacer
I’échographie pour dépister une toxicité cardiaque aigue (Germanakis et
al., 2008 et Vogelsang et al., 2008).

Le sST2 (soluble ST2), un membre de la famille des récepteurs de
I'interleukine 1, est un biomarqueur plus récent et lié a la fibrose
myocardique. L'interleukine 33 est capable de se lier au sST2 et d’inhiber
son effet protecteur au niveau cardiaque, contribuant au remodelage et a
la fibrose myocardique. Deux études ont montré que le taux sanguin de
sST2 permettait de prédire le risque de déces en cas de CHF (Pascual-
Figal et al.,, 2009 et Weinberg et al., 2013). A ce titre, le sST2 s’est montré
plus performant que le NT-proBNP chez les patients souffrant d’'une CHF
(Gruson et al,, 2014), mais également dans une population ne présentant
aucune maladie cardio-vasculaire (Coglianese et al., 2012). Le role du
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sST2 dans le dépistage de la CRCD n’a pas encore été évalué a I'heure
actuelle.
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2. MicroARN
a. Généralités

En 1993, I'équipe d’Ambros a découvert un gene, lin-4, qui
controlait le développement d’'un nématode, le Caenorhabditis Elegans
(Image 5). De maniére surprenante, lin-4 ne codait pas pour une
protéine mais pour une paire de petits ARN (Acide RiboNucléique), qu'ils
nommerent microARN (miARN). La méme année, cette équipe a
démontré que le miARN lin-4 réprimait I'expression du gene lin-14, et
permettait d’accélérer la croissance du C. Elegans (Wightman et al,,
1993). En 2000, un second miARN, dérivé du gene let-7, a été découvert
chez le C. Elegans (Reinhart et al., 2000), mais également chez I'humain
(Lagos-Quintana et al., 2001).

Image 5. Le Caenorhabditis Elegans est un vers d’environ un
millimétre. Son embryogénese tres courte (16 heures) permet
une étude in vivo des mécanismes de croissance cellulaire et
d’apoptose (Corsi et al., 2005).

Les miARN sont donc des molécules d’ARN simples brins, de 20 a
23 nucléotides, non codantes et exprimées uniquement par les cellules
eucaryotes. Leur role est de contrdler 'expression des genes, au niveau
post-transcriptionnel, en se liant a leur ARN messager (ARNm) cible et
en empéchant sa traduction en protéine. Les miARN jouent un role
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fondamental dans les processus physiologiques tels que la prolifération,
la différenciation et la mort cellulaire. A ce jour, chez ’humain, environ
2000 miARN ont été identifiés et les analyses bioinformatiques estiment
qu’ils pourraient réguler l'expression de 60% du génome humain
(Eulalio et al., 2008 et Friedman et al., 2009).

b. Biogénese et mécanisme d’action

La biogénese et 'action des miARN est un processus divisé en
plusieurs étapes (He et al., 2004, Figure 5).
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Figure 5. Les principales étapes de la biogénese des
miARN (He et al,, 2004).

La transcription du précurseur du miARN primaire, le pri-miARN,
est commandée a partir du gene par ’ARN polymérase-II ou -III. Le pri-
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miARN, long de 100 a 1000 nucléotides, a une structure en épingle a
cheveux, avec une boucle terminale et 2 extrémités 3’ et 5’ simples brins.
Le pri-miARN est clivé par une RNase nucléaire de type III, 'enzyme
Drosha, en un précurseur d’environ 65 nucléotides, le pré-miARN. Le
pré-miARN est activement exporté du noyau vers le cytoplasme par le
complexe Exportine 5/Ran-GTP (Ras-related nuclear), puis clivé par une
autre RNase de type III, I'enzyme Dicer. Sous 'action de Dicer, la boucle
de la structure en épingle a cheveux est éliminée, permettant la
libération d’'un miARN double brin de 18 a 25 nucléotides. Le duplex de
miARN forme alors, avec une protéine de la famille Argonaute (Ago), le
complexe RISC (RNA-Induced Silencing Complex). Une fois intégrés dans
le complexe RISC, les 2 brins du miARN sont séparés afin de libérer le
brin guide, complémentaire a la cible, tandis que le brin restant (brin
passager ou miARN*) sera dégradé (Bartel, 2004).

Pour agir, le miARN reconnait sa cible grace au principe
d’appariement des bases: les nucléotides de I'extrémité 5° du miARN
s’apparient a ceux de I’ARNm cible. En cas d’appariement parfait,
principalement observé chez les plantes, 'ARNm est dégradé par les
protéines Ago. Chez les animaux, la complémentarité entre le miARN et
I’ARNm est généralement imparfaite, aboutissant plutdét a une inhibition
de la traduction et une dégradation indirecte de ’ARNm (Eulalio et al,,
2008).

c. MicroARN circulants

En 2008, I'équipe de Chim a confirmé la présence de miARN
d’origine placentaire dans le plasma maternel (Chim et al, 2008).
Simultanément, Lawrie et ses collegues ont détecté des miARN d’origine
tumorale dans le sérum de patients atteints d'un lymphome diffus a
grandes cellules B (Lawrie et al., 2008). Ces 2 équipes ont, pour la
premiere fois, évoqué la possibilité d’utiliser les miARN comme des
biomarqueurs pour la grossesse ou les cancers.

Par la suite, les miARN ont été retrouvés dans 12 fluides corporels
différents, comme le lait maternel, la salive, les urines ou le liquide
séminal (Weber et al, 2010). En reéalité, la plupart des cellules sont
capables de libérer des miARN dans 'espace extracellulaire, que ce soit
dans des conditions normales ou pathologiques. Aprées leur exocytose,
ces miARN circulent sous une forme libre ou sont enveloppés dans 3
types de vésicules différentes : les exosomes, les corps apoptotiques ou
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les vésicules HDL (High Density Lipoprotein) (Turchinovich et al.,, 2012,
Figure 6).
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Figure 6. Exocytose des miARN sous forme libre (Vesicle-free miRNA)
ou au sein de vésicules d’origine membranaire. Les miARN sous forme
libre sont uniquement liés a une protéine de la famille Argonaute
(Ago). Les 3 types de vésicules qui contiennent les miARN circulants
sont: les corps apoptotiques, les exosomes et les vésicules HDL
(Turchinovich et al,, 2012).

Les exosomes sont des petites vésicules issues de fragments de la
membrane cellulaire. Elles mesurent entre 30 et 100 nm de diamétre et
sont libérées dans le milieu extracellulaire de maniére constitutionnelle
ou sous l'effet de stimuli environnementaux (Théry, 2011).

Grace aux exosomes, les miARN circulants sont parfaitement
stables dans les fluides corporels, y compris dans des conditions
extrémes, comme des températures élevées, des changements de pH ou
des cycles de congélation et décongélation. Etant donné cette stabilité
plasmatique, les miARN circulants constituent de potentiels
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biomarqueurs facilement accessibles en pathologie humaine, notamment
en cancerologie (Mitchell et al., 2008 et Kosaka et al., 2010).

Puisqu'’ils sont présents dans le sang périphérique, les miARNs
pourraient également constituer une forme de communication
intercellulaire. En 2007, Valadi a montré, in vitro, que les miARN issus de
mastocytes murins pouvaient, via les exosomes, étre transférés et étre
fonctionnellement actifs dans des mastocytes humains (Valadi et al,,
2007). Au fil des ans, plusieurs rapports ont mis en évidence le role des
miARN circulants dans des processus tumoraux fondamentaux, tel que
I'angiogenese (Kosaka et al., 2013), la formation de métastases (Zhang et
al, 2015 et Fong et al, 2015) ou la résistance a la chimiothérapie
(Challagundla et al., 2015).

d. Rdles biologiques dans le cancer du sein

Le niveau d’expression des miARN est fortement perturbé au sein
du tissu tumoral. En 2005, I'’équipe de Lu a réalisé un profil des miARN
dans plusieurs types de cancers humains. IIs ont mis en évidence une
expression spécifique des miARN dans chaque type de tumeur. De plus,
le niveau des miARN pouvait directement étre corrélé aux
caractéristiques clinico-pathologiques des tumeurs. Ces données ont
apporté des arguments pour affirmer que les miARN jouent un role
fondamental dans la cancérogenése (Lu et al., 2005).

Globalement, les miARN peuvent soit faciliter des processus
tumoraux (les « oncomiR ») ou, au contraire, les inhiber (les « miARN
suppresseurs de tumeur ») (Zhang et al., 2007).

La plupart des génes dont sont issus les oncomiR sont situés au
niveau de régions chromosomiques instables dans les cellules
canceéreuses. Il en résulte des altérations d’expression qui favorisent la
cancérogenese, l'apparition de métastases et la résistance aux
traitements. A titre d’exemple, le miR-21 et le miR-155 sont deux
importants oncomiR dans le cancer du sein. Le miR-21 est surexprimé
dans la plupart des tumeurs. Il favorise la migration cellulaire et inhibe
des genes suppresseurs de tumeur, comme PTEN. Dans le cancer du sein,
sa surexpression est associée a un stade clinique avancé, a
I'envahissement ganglionnaire et a un pronostic défavorable (HR 4,1
pour la survie globale, 95% CI 1,8-9,5, P = 0,001) (Yan et al,, 2008). Le
miR-155 favorise la survie de la cellule tumorale et I'angiogenese,
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notamment en inhibant l'expression de FOXO3A et VHL. De facon
intéressante, BRCA1, qui a un réle bien connu dans la pathogenese du
cancer du sein et de l'ovaire, joue son réle suppresseur de tumeur en
partie en inhibant le miR-155 (Chang et al., 2011). L’expression du miR-
155 dans le cancer du sein est significativement plus élevée par rapport
au tissu normal avoisinant et cette élévation est directement associée a
un mauvais pronostic en terme de survie globale (HR 2,41, 95% CI 1.49-
3.89,P<0.001) (Kong etal., 2014).

Les mécanismes de réparation de I’ADN sont importants pour
maintenir la stabilité du génome. Ces mécanismes sont souvent
dérégulés dans le cancer, méme si la cause initiale de cette dysfonction
n’est pas toujours identifiée. Le miR-34a participe a la maintenance du
génome en induisant un arrét du cycle cellulaire en phase G1 et/ou une
apoptose, jouant ainsi le role de « miARN suppresseur de tumeur ».
Plusieurs laboratoires ont montré que le miR-34a était induit par TP53
et que son expression était réduite au sein des tumeurs (Hermeking,
2010). Peurala et al. ont étudié, par immunohistochimie, I'expression du
miR-34a dans 1172 cancers du sein. L'expression du miR-34a était
associée a un phénotype agressif avec un grade élevé, la présence d’'un
envahissement ganglionnaire et 'absence de récepteurs aux estrogenes.
Cependant, la surexpression du miR-34a diminuait le risque de
récurrence a distance et de déces lié au cancer du sein (HR 0,63, 95% CI
0,41-0,96, P = 0,03). Ces résultats tendent a confirmer que le miR-34a est
un suppresseur de tumeur, son expression permettant de bloquer
I'apparition de métastases a distance (Peurala et al, 2011). Cette
hypothese a été renforcée par le travail de Krzeszinski et al. (Krzeszinski
et al, 2014). Cette équipe a en effet démontré que le miR-34a, en
inhibant Tgif2, inhibait les ostéoclastes et diminuait le risque de
formation de métastases osseuses en cas de cancer du sein chez la souris.

La famille let-7 est une des premieéres familles de miARN
identifiée. Let-7 joue un role «suppresseur de tumeur» dans de
nombreux cancers. Une importante étude a clairement montré que la
diminution d’expression de let-7 dans le tissu mammaire favorisait sa
cancérogenese en agissant simultanément sur plusieurs cibles (H-RAS,
HMGAZ2, LIN28) (Volinia et al.,, 2012).

En 2013, une publication dans le journal Nature a décrit le profil

des miARN dans 1302 cancers du sein. Des profils de miARN spécifiques
ont pu étre identifiés pour les différents sous-types moléculaires de
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cancer du sein, a 'exception du groupe Luminal B. De plus, ils ont
démontré que l'expression des miARN était particulierement modifiée
dans les tumeurs a forte composante immunitaire, laissant suspecter un
role des miARN dans la réponse lymphocytaire anti-tumorale (Dvinge et
al,, 2013).

e. Intéréts diagnostiques dans le cancer du sein

A titre diagnostique, les miARN dérégulés a l'intérieur de la
tumeur ont un intérét limité car leur analyse nécessite, de toute facon,
une biopsie de la lésion suspecte. Par contre, plusieurs équipes ont mis
en évidence des signatures de miARN circulants qui permettent un
diagnostic précoce et non invasif du cancer du sein. Les résultats se sont
avérés cependant tres hétérogenes d’'une étude a l'autre, notamment
suite a d'importantes variations dans le type d’échantillons et de
technologies utilisées, mais aussi dans la méthodologie de 1’étude,
comme la normalisation et la validation des résultats.

En 2010, Heneghan et al. ont été les premiers a mettre en
évidence une expression spécifique des miARN circulants dans le cancer
du sein. IIs ont quantifié 7 miARN chez des patients atteints de différents
types de cancers (sein, prostate, colon, rein et mélanome, n = 163) et
chez des sujets sains (n = 63). Ils ont ainsi découvert une élévation
spécifique du miR-195 en cas de cancer du sein. Ce seul miARN
permettait de distinguer les cancers du sein des sujets contrdles et
porteurs d’'un autre type de cancers avec une sensibilité de 88% et une
spécificité de 94% (AUC = 0,94) (Heneghan et al,, 2010). La méme année,
Roth et al. ont mesuré 4 miARN circulants (miR-10b, miR-34a, miR-141,
et miR-155) dans le sérum de 59 patientes avec un cancer du sein
localisé, 30 avec un cancer du sein métastatique, et 29 femmes saines. Le
niveau des miR-10b, miR-34a et miR-155 était significativement plus
éleveé chez les patientes comparé aux femmes saines (Roth et al., 2010).

En 2013, Chan et al. ont publié les résultats d’'une large étude sur
le role diagnostique des miARN circulants dans le cancer du sein. Ils ont
mesuré, au sein d’'une premiere cohorte contenant 32 patientes et 22
femmes saines, plus de 1300 miARN circulants. Ils ont ensuite
sélectionné 4 miARN fortement modifiés en cas de cancer du sein (miR-
1, miR-92a, miR-133a, et miR-133b) et les ont mesuré dans une seconde
cohorte, comprenant 132 patientes et 101 controles. L’association de ces
4 miARN permettait le diagnostic exacte du cancer du sein avec une
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excellente performance dans la cohorte de validation (AUC = 0,90 a 0,91)
(Chan et al,, 2013). Plus tard, Kodalh et al. ont identifié une signature de
9 miARN circulants (miR-15a, miR-18a, miR-107, miR-133a, miR-139-5p,
miR-143, miR-145, miR-365, et miR-425) pour le diagnostic du cancer du
sein ER+. Cette signature était moins performante (AUC dans la cohorte
de validation = 0,66) mais a été validée de maniere indépendante dans la
cohorte de Chan (Kodahl et al,, 2014). Récemment, la signature miARN
de Kodahl a été testée sur 116 femmes qui se présentaient pour une
mammographie de dépistage. 36 femmes présentaient effectivement un
cancer du sein, et les miARN circulants permettaient de distinguer ces 36
patientes des femmes saines avec une AUC de 0,61. Une femme de la
cohorte, dont la signature de miARN prédisait un risque de 73% de
présenter un cancer du sein, a effectivement développé un cancer du sein
au cours de l'année suivante, malgré une mammographie initiale
normale (Lyng etal., 2016).

Le Tableau 5 résume les principales études sur le role
diagnostique des miARN circulants dans le cancer du sein, en présentant
le nombre de patientes et de contrdles inclus, le type d’échantillon, la
méthode de quantification et le type de référence (« normalisateurs »)
utilisés.
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Cancers du Méthode
Références sein vs Echantillons Normalisateur(s)
controles de mesure
Heneghan et al,, 2010 74 vs 63 Sang total RT-qPCR miR-16
Roth et al,, 2010 89 vs 29 Sérum RT-qPCR miR-16
Wang et al,, 2010 68 vs 40 Sérum RT-qPCR miR-16
Zhao et al,, 2010 20 vs 20 Plasma RT-qPCR miR-16
Hu et al., 2012 124 vs 124 Sérum RT-qPCR miR'lz; 4+ miR-
Guo etal, 2013 20vs 30 Sérum Séquencage Néant
Wu etal,, 2012 63 vs 60 Sérum RT-qPCR 0[S
Chang etal, 2013 164 vs 123 Sérum RT-qPCR miR'lfg 1+ miR-
Ngetal, 2013 240vs 150 Plasma RT-qPCR ué6
Cuketal., 2013 137 vs 90 Plasma RT-qPCR Cel-miR-39
Leidner et al., 2013 20 vs 20 Plasma Microarray Néant
Kodahl et al., 2014 108 vs 75 Sérum RT-qPCR miR-10a
Zhuetal, 2014 8vs8 Sérum Séquencage Néant
Zearo etal.,, 2014 127 vs 35 Sérum RT-qPCR miR-16
Shen et al., 2014 97 vs 77 Plasma RT-qPCR miR-93
Zhang et al,, 2015 101 vs 72 Sérum RT-qPCR miR'lof;‘Z* miR-
Matamala et al,, 2015 142 vs 197 Plasma RT-qPCR miR-103a-3p

Tableau 5. Résumé des caractéristiques des principales études ayant identifié

un ou plusieurs miARN avec un intérét diagnostique dans le cancer du sein.
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f. Intéréts pronostiques et prédictifs dans le cancer du
sein

Nous avons déja décrit le role pronostique de la surexpression
tumorale du miR-21 et miR-155 (cf. section 2.d.). Il existe, dans la
littérature, d’autres exemples de miARN qui aident a prédire la rechute
ou la réponse aux traitements.

Les miARN exprimés dans le tissu tumoral peuvent avoir un
intérét pronostique. Par exemple, Volinia a défini, a partir de I'’expression
de 30 ARNm et 7 miARN, une signature permettant de prédire la rechute
meétastatique dans le cancer du sein, surtout pour les stades I et I (AUC =
0,77 a 60 mois de survie globale). Par comparaison, la performance du
Mammaprint®, un test basé sur I'expression de 70 génes, était inférieure
dans la méme cohorte (AUC = 0,66, P = 0,026) (Volinia et Croce, 2013).

Les miARN circulants ont également montré une valeur
pronostique et/ou prédictive dans le cancer du sein.

Le miR-375 et le miR-122 ont été étudiés dans des échantillons
sanguins de 42 patientes avec un cancer du sein de stade II ou III, et
bénéficiant d’'une NAC. Ces miARN sont connus pour inhiber la
migration et I'invasion cellulaire, notamment via l'inhibition de JAK2. Le
niveau de miR-375 et miR-122 permettait non seulement de prédire la
réponse pathologique a la chimiothérapie, mais était également corrélé
au risque de rechute métastatique (Wu etal., 2012).

La quantification du miR-210 dans le plasma de 39 patientes avec
un cancer du sein HER2+ a montré des niveaux significativement plus
élevés chez les patientes avec un résidu tumoral apres une NAC
contenant du Trastuzumab. [n vitro, le miR-210 était d’ailleurs
significativement plus exprimé dans les cellules tumorales résistantes au
Trastuzumab (Jung et al.,, 2012).

Dans le TNBC, la combinaison de 4 miARN circulants (miR-18b,
miR-103, miR-107, et miR-652) a permis, chez 110 patientes, de définir
un groupe a haut risque associé a une survie sans récurrence et une
survie globale nettement plus faible (Kleivi Sahlberg et al, 2015). La
mesure du miR-548c intra-tumoral, associée a la taille tumorale, a
I'envahissement ganglionnaire et a 'expression des cytokératines 5/6, a
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également permis de prédire, avec une AUC de 0,96, le risque de rechute
et de déces lié au TNBC a 5 ans (Boukerroucha et al,, 2015).

g. Perspectives thérapeutiques

Les miARN constituent un domaine de recherche tres vaste et
hétérogeéne en cancérologie. Ces petites molécules tiennent cependant
des promesses en terme de biomarqueurs diagnostiques et
pronostiques. Plus encore, les miARN pourraient constituer des armes
thérapeutiques pour mieux lutter contre le cancer dans le futur.

En 2012, une équipe chinoise a traité un modele murin de cancer
du sein avec le miR-344a, injecté par voie intraveineuse sous forme de
nanoparticules. Ce traitement a induit une réponse tumorale significative
et a prolongé la survie des souris, sans toxicité systémique majeure (Li et
al, 2012). Les mémes résultats ont pu étre obtenus chez des souris
porteuses d'un cancer de prostate ou d'un cancer pulmonaire non a
petites cellules (Liu et al.,, 2011; Kasinski et al., 2015). Les mécanismes
d’action évoqués sont une réduction des cellules souches pluripotentes
CD44+ au sein de la tumeur, mais également un effet sur les cellules
immunitaires du microenvironnement tumoral. Dans un modeéle murin
de cancer pulmonaire, le miR-34a a en effet permis de promouvoir les
TILs (Tumor Infiltrating Lymphocytes) et d’inhiber l'axe PD-L1
(Programmed cell Death-Ligand 1), les macrophages et les TREG (T
REGulatory cells), aboutissant a une réponse immunitaire anti-tumorale
(Cortez etal., 2015).

La recherche préclinique sur le miR-34a s’est poursuivie jusqu’a
mettre au point un traitement pour l'homme (MRX34®, miRNA
therapeutics, USA). Cette forme de traitement innovant est entrée en
phase clinique en 2013. Une centaine de patients, avec différentes
tumeurs solides (hépatocarcinome, mélanome, cancers du rein, ...) ou
une hémopathie (lympholes, myélomes multiples), ont été traités avec le
MRX34. Une réponse tumorale partielle a été notée chez quelques
patients. Malheureusement, en septembre 2016, la firme a interrompu
I'étude car 5 patients ont présenté un syndrome de relargage de
cytokines, dont un cas sévere (grade 4).

L’avenir thérapeutique des miARN est donc incertain et nécessite

encore de nombreuses années de développement avant de pouvoir,
éventuellement, atteindre le lit de nos patients.
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Objectifs

La prise en charge adéquate d’'une patiente atteinte d'un cancer
du sein nécessite de respecter un équilibre délicat. En effet, une méthode
de diagnostic efficace permet d’identifier un cancer a un stade précoce et,
éventuellement, de diminuer le risque de déces lié au cancer. Ce
diagnostic précoce va cependant avoir un impact considérable sur la
patiente. Notamment, il I'expose a une chimiothérapie potentiellement
toxique et dont l'utilité est incertaine dans le cadre d’'une maladie
débutante. Dans ce contexte, l'identification d’outils prédictifs de
I'efficacité et de la toxicité de la chimiothérapie est primordiale.

L’objectif de ce projet de recherche était d’explorer le potentiel
des miARN circulants en tant que biomarqueurs dans le diagnostic et le
traitement du cancer du sein. Pour ce faire, nous avons décidé d’étudier
les miARN circulants au moment du diagnostic initial, mais également de
maniere longitudinale durant la NAC. L’hypothese était que, si la NAC
modifiait significativement les miARN circulants, 'amplitude de ces
variations permettrait de prédire son effet sur la tumeur, mais également
la toxicité de cette derniére sur d’autres organes, comme le coeur.

Le modele de la NAC a été retenu car il permet d’étudier in vivo
I'effet direct de la chimiothérapie sur la tumeur. De plus, les patientes qui
débutent une NAC sont encore naives de tout traitement, comme la
chirurgie ou la radiothérapie, et nous évitons ainsi l'interférence de ces
traitements dans le niveau d’expression des miARN circulants.

Les résultats obtenus durant cette these sont présentés au travers
de 3 publications, chacune précédée d'un résumé regroupant les
principales données qui en ressortent.

Le premier article retrace l'identification d’'une signature de 8
miARN circulants pour le diagnostic du cancer du sein, y compris a un
stade débutant. Cette signature a également été validée chez des
patientes en rémission de leur cancer du sein ou, au contraire, souffrant
d’'une rechute métastatique, offrant donc une possibilité pour la
surveillance des patientes. Les 8 miARN se sont par contre montrés
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inefficaces dans le diagnostic de différents cancers gynécologiques,
confirmant leur spécificité pour le cancer du sein (Article 1).

Dans la seconde partie du projet, nous avons démontré que la
NAC augmentait temporairement le niveau d’expression de plusieurs
miARN au niveau circulant, mais également a I'intérieur méme du tissu
tumoral. Les variations du miR-34a circulant ont notamment permis de
prédire la réponse tumorale a la NAC pour les cancers HER2+ et les
TNBC (Article 2). La cinétique des miARN circulants durant la NAC a,
quant a elle, révélé que les anthracyclines étaient des puissants
inducteurs de plusieurs miARN, dont le miR-344a, le miR-126-3p, miR-
199a-3p, et le miR-423-5p, tous liés d’'une maniere ou d’'une autre a
I'insuffisance cardiaque. La mise a disposition des échantillons
plasmatiques nous a également permis d’étudier un nouveau marqueur
de l'insuffisance cardiaque, le sST2, et de confirmer sa forte élévation
sous l'effet de la NAC. L’ensemble de ces biomarqueurs pourrait donc
permettre de créer une signature pour prédire ou dépister précocement

une CRCD (Articles 2 et 3).

Le manuscrit se termine par une discussion des différents
résultats dans le contexte actuel du dépistage et du traitement du cancer
du sein. Particulierement, les nombreuses perspectives ouvertes par ce
projet sont évoquées.
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Résultats

1. Identification d’une signature de microARN
circulants pour le dépistage du cancer du sein

Notre recherche a débuté avec la mesure, par RT-qPCR, de 742
miARN circulants sur un petit nombre de patientes atteintes d'un cancer
du sein localisé et naives de traitements (n = 18). Sur base du niveau
moyen d’expression des miARN (Cq moyen < 36), nous en avons
sélectionné 188 pour poursuivre nos analyses.

Le profil des 188 miARN circulants a ensuite été étudié aupres de
378 femmes. Nous avons recruté 149 patientes avec un cancer du sein
localisé, 31 patientes avec un cancer du sein métastatique et 30 patientes
avec un cancer de la sphere gynécologique. Lors de I'inclusion, toutes les
patientes étaient naives de chimiothérapie, de radiothérapie et de
chirurgie a visée oncologique. Cent trente trois femmes avec une
mammographie normale, ou évoquant une pathologie mammaire
bénigne (mastopathie fibro-kystique ou calcifications bénignes), ont
également été enrodlées. Ces femmes n’avaient aucun antécédent
oncologique notable dans les 5 années précédant le recrutement.
Finalement, 35 femmes avec un cancer du sein en rémission depuis au
moins 6 mois ont été sélectionnées. Les différentes cohortes étaient
comparables en termes d’age (Tableau 1).

Avant d’entamer les analyses statistiques, nous avons vérifié que
nos échantillons n’étaient pas contaminés par une hémolyse et nous
avons procédé a une étape de normalisation des données. Le niveau
d’expression moyen des 50 miARN les plus exprimés dans I'ensemble de
la cohorte a été choisi comme référence pour la normalisation.

Le profil des miARN circulants a été comparé entre les femmes
avec une mammographie normale et celles avec une pathologie
mammaire bénigne. Aucun miARN n’était significativement modifié
entre les 2 groupes. Ces femmes sont donc devenues notre groupe
controle. Par rapport aux contréles, 107 miARN étaient significativement
modifiés en cas de cancer du sein localisé et 53 miARN en cas de cancer
du sein métastatique.
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Un modele diagnostique, basé sur I'expression de 8 miARN dans
une cohorte de profiling (41 cancers du sein primitifs, 26 femmes saines,
19 lésions mammaires bénignes), a été dessiné a I'aide d’'une méthode
statistique appelée Random Forest (Figures 1 et 2). Ce modele
diagnostique a ensuite été validé dans une seconde cohorte, dite de
validation (108 cancers du sein primitifs, 46 femmes saines, 42 1ésions
mammaires bénignes, 35 cancers du sein en rémission, 31 cancers du
sein métastatiques et 30 cancers gynécologiques). Notre test
diagnostique s’est avéré performant avec une AUC de 0,85 et 0,81 sur les
cohortes de profiling et de validation, respectivement. Notre modele de
miARN était également capable de classer les femmes avec un cancer du
sein en rémission ou avec un cancer gynécologique dans le groupe
controle, et il identifiait correctement les patientes avec un cancer du
sein métastatique (Figure 3).

Contrairement au CA15.3, le modele diagnostique restait
performant pour les stades précoces de la maladie (stades I et II) et,
contrairement a la mammographie, la performance du test n’était pas
modifiée chez les patientes de moins de 50 ans, avec des seins plus
denses (Figure 4).

Nous avons recherché une corrélation entre nos 8 miARN et les
facteurs histo-pronostiques obtenus sur la biopsie des cancers du sein
localisés. Aucune corrélation n’a cependant été identifiée. L’étude ayant
débuté en 2011, nous n’avons pas encore le recul suffisant pour explorer
une éventuelle corrélation avec la survie sans progression des patientes.

En résumé, a 'aide de 8 miARN circulants, nous avons dessiné un
test performant et peu invasif pour le diagnostic précoce du cancer du
sein. Contrairement a la mammographie, la performance du test ne
semble pas influencée par I'age. L'intérét pronostique de notre test n’est
pas encore déterminé car la durée du suivi des patientes est insuffisante.
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ABSTRACT

Circulating microRNAs (miRNAs) are increasingly recognized as powerful
biomarkers in several pathologies, including breast cancer. Here, their plasmatic levels
were measured to be used as an alternative screening procedure to mammography
for breast cancer diagnosis.

A plasma miRNA profile was determined by RT-qPCR in a cohort of 378 women. A
diagnostic model was designed based on the expression of 8 miRNAs measured first in
a profiling cohort composed of 41 primary breast cancers and 45 controls, and further
validated in diverse cohorts composed of 108 primary breast cancers, 88 controls, 35
breast cancers in remission, 31 metastatic breast cancers and 30 gynecologic tumors.

A receiver operating characteristic curve derived from the 8-miRNA random
forest based diagnostic tool exhibited an area under the curve of 0.81. The accuracy
of the diagnostic tool remained unchanged considering age and tumor stage. The
miRNA signature correctly identified patients with metastatic breast cancer. The use
of the classification model on cohorts of patients with breast cancers in remission
and with gynecologic cancers yielded prediction distributions similar to that of the
control group.

Using a multivariate supervised learning method and a set of 8 circulating
miRNAs, we designed an accurate, minimally invasive screening tool for breast cancer.

INTRODUCTION Mammographic screening is an accessible but unpleasant
and inaccurate test; in 1000 screened women, 15 of
Breast cancer is the most frequently diagnosed these women are estimated to have a biopsy because of
cancer in females worldwide; its rate in Western countries a suspicious abnormality, and the biopsy is estimated to
has increased since the 1990s [1]. During the same period, diagnose breast cancer in 4 of these 15 women [3].
mortality from breast cancer has decreased due to early MicroRNAs  (miRNAs) are  approximately
detection and improved treatments [2]. 22-nucleotide long RNAs that inhibit gene expression
Currently, mammographic screening, followed by binding to target messenger RNAs (mRNAs) [4].
by invasive core needle biopsies in cases of suspected Currently, more than 2000 mature human miRNAs have
malignancy, allows early breast cancer diagnosis. been identified, and these miRNAs may regulate up to
www.impactjournals.com/oncotarget 5416 Oncotarget
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60% of human protein-coding genes [5]. miRNAs are
involved in multiple biological processes including cell
proliferation, differentiation and apoptosis [6, 7]. Their
expression is modified in various cancer subtypes, where
these miRNAs act as tumor suppressors or oncogenes and
play a key role in tumorigenesis [8].

All cell types release miRNAs in peripheral blood
under both normal and pathological conditions. These
circulating miRNAs are wrapped in 40-to 100-nm
lipoprotein vesicles called exosomes, which are
membrane-enclosed cell fragments [9]. These miRNAs
appear to be protected from endogenous RNase activity
by exosomes and are therefore particularly stable in
plasma [10]. Therefore, circulating miRNAs are promising
biomarkers for the early and minimally invasive diagnosis
of breast cancer [11]. Several studies have already
explored miRNAs from that perspective, leading to mixed
results in terms of performances [12-29]. Very different
diagnostic signatures have been obtained, most likely due
to the choice of the sample preparation, the technology
used and the study design, such as choice of proper
normalization and careful validation.

In the present study, to propose new tools for breast
cancer screening, we constructed a diagnostic test based
on 8 circulating miRNAs and confirmed its performance
in a large cohort of primary breast cancer patients and
controls. The diagnostic test was also validated in patients
with breast cancer in remission, patients with metastatic
breast cancer and patients with gynecologic cancer to test
for breast cancer specificity and follow-up. Moreover,
particular attention was given to normalization and
bioinformatic analysis procedures.

RESULTS

Patients and controls

Patients with treatment-naive primary breast
cancer (n = 149, median age = 55 yr, range = 26—
87 yr), breast cancer in remission (n = 35, median
age = 49 yr, range = 28-79 yr, median time follow-up
since remission = 33 months), metastatic breast
cancer (n = 31, median age = 59 yr, range = 35-79 yr)
and gynecologic cancer (n = 30, median age = 62 yr,
range = 38-83 yr) were recruited prospectively at CHU
of Liege and Clinic Saint-Vincent (Li¢ge, Belgium)
from 7/2011 to 9/2014. Gynecologic tumors consisted of
non-metastatic endometrial (n = 16), ovarian (n = 10) and
cervical (n = 4) cancers. Controls were obtained from 133
cancer-free females of similar age (median age = 51 yr,
range = 40—74 yr) with normal mammograms (n = 72),
benign calcifications (» = 30) or simple cysts (n = 31).
Controls had no history of cancer in the last 5 years.

In total, 378 patients were included in this study.

All breast cancer patients and tumor characteristics
are summarized in Table 1.

Pilot study

A pilot study that consisted of measuring the
expression of 742 plasma miRNAs in 18 primary
breast cancer patients was first conducted. In total, 188
miRNAs were chosen based on their expression levels
(mean quantification cycle (Cq) value < 36) in the pilot
experiment. Clinicopathological data for these patients and
the list of the 188 selected miRNAs are summarized in
Table 1 and Supplementary Table 1, respectively.

Evaluation of hemolysis

We first evaluated the quality of our sample
collection and preparation. Hemolysis leads to the
contamination of plasma with RNA from red blood cells.
Absorbance at 414 nm (ABS, ), the maximum absorbance
of hemoglobin, correlates with the degree of hemolysis.
ABS,, was measured for all samples using a NanoDrop.
The median ABS,, level was 0.19 + 0.1, with a hemolysis
cut-off value fixed at 0.2. Furthermore, the level of a
miRNA highly expressed in red blood cells (miR-451)
was compared with the level of a miRNA unaffected by
hemolysis (miR-23a), with a ACq (miR-23a - miR-451)
of more than 5 indicating possible erythrocyte miRNA
contamination. The median ACq (miR-23a - miR-451)
was 2.6 = 1.5 in our cohort (primary breast cancer
group = 3 £ 1.5, control group = 2.1 + 1.2, breast cancer
in remission group = 2.5 £+ 1.5, metastatic breast cancer
group = 2.8 + 1.2, gynecologic cancer group = 2.3 + 1.8).
Based on these results, no patients were discarded.

miRNA deregulation is observed in primary as
well as metastatic breast cancer patients

When comparing the miRNA profiles of newly
diagnosed primary breast cancers to control miRNA
profiles, 112 miRNAs were found to be significantly
deregulated, with a final set of 107 miRNAs after adjusting
the P-value for multiple testing. miR-16 and let-7d were
the most up- and downregulated miRNAs, respectively.
Global upregulation of miRNA expression was observed
in primary breast cancer patients compared to controls
(1.35-fold change).

In a second analysis, miRNA profiles from the
plasma of patients with metastatic breast cancer were
compared to those of the controls. Eighty-four miRNAs
were found to be significantly deregulated, with a
final set of 53 miRNAs after adjusting the P-value for
multiple testing. The most significantly upregulated
miRNA was miR-148a, and the most significantly
downregulated miRNA was miR-15b. As observed in
primary breast cancer samples, global upregulation of
miRNA expression was observed in metastatic breast
cancer patients when compared to healthy subjects (1.1-
fold change).
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Table 1: Clinicopathological data and tumor characteristics

Primary breast Primary breast Metastatic .
Characteristics cancers — pilot cancers — principal breast cancers Izrme{zssti:?;;eis;g)
study (n = 18) study (n = 149) (n=31)
Median age (range) (y) 58 (29-70) 55 (26-87) 59 (35-79) 49 (28-79)
Estrogen receptor [n (%)] 12 (67) 117 (79) 28 (90) 22 (63)
Progesterone receptor 11 (61) 109 (73) 22 (71) 18 (51)
[ (%)]
HER2 [n (%)] 6 (33) 30 (20) 6(19) 18 (51)
Ki67 (median £ SD) (%) 21+£20 20+24 27 +23 37+23
Initial T staging [n (%)]
NA 0(0) 1(<1) 2 (6) 0(0)
1 3(17) 62 (42) 9(30) 309
2 10 (55) 58 (39) 12 (19) 19 (54)
3 2(11) 15 (10) 6(19) 5(14)
4 3(17) 13 (9) 2 (6) 8(23)
Lymph node involvement 11 (61) 70 (47) 17 (55) 24 (69)
[ (%)]
Tumor node metastasis
(TNM) stage [n (%)]
NA 0(0) 1(<1 0(0) 0(0)
1 2 (11) 45 (30) 0(0) 0(0)
2 9 (50) 73 (49) 0(0) 20 (57)
3 7(39) 31(21) 0(0) 15 (43)
4 0(0) 0(0) 31 (100) 0(0)
Scarff-Bloom-Richardson
grade [n (%)]
NA 0(0) 1(<1) 4(13) 0(0)
1 0(0) 7(5) 4(13) 0(0)
2 7(39) 84 (57) 12 (39) 15 (43)
3 11 (61) 57 (38) 11 (35) 20 (57)
Histologic subtype [n (%)]
NA 0(0) 0(0) 2 (6) 0(0)
IDC 16 (88) 125 (84) 22 (71) 33 (94)
ILC 1(6) 19 (13) 7(23) 2(6)
Others 1(6) 503) 0(0) 0(0)
Lymphovascular invasion 6 (33) 27 (21) 12 (39) 9 (26)
[ (%)]

NA = not assessed; ER = estrogen receptor; PR = progesterone receptor; HER2 = human epidermal growth factor 2;
IDC = invasive ductal carcinoma; ILC = invasive lobular carcinoma.

Statistical analyses were also performed to compare
both primary and metastatic breast cancer patient plasma

miRNA profiles to controls using the Kruskal-Wallis
test. Fifty-six miRNAs were significantly modified in
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the same manner among primary and metastatic breast
cancer patient profiles. miR-16 and let-7d were the most
co-deregulated miRNAs.

The results of the statistical analysis are available in
Supplementary Table 1.

Design and validation of a diagnostic miRNA
signature-based model

The analysis and computational methods relied
on several steps, which made use of the random forest
algorithm. The random forest algorithm is a supervised
learning method that operates by building a large ensemble
of decision trees, where each tree is trained on a bootstrap
sample from the training data by randomizing the features
that are selected at each tree node [30].

A methodology somewhat similar to the algorithmic
solution proposed by Geurts et al. [31] was used as shown
in Figure 1.

1. Model
identification

construction and miRNA signature

An initial random forests model was built on
the profiling cohort (86 samples = 30% of the whole
cohort: 41 individuals with primary breast cancer and 45
controls) with the normalized expression values of all 188
miRNAs as features to determine the 25 more discriminant
miRNAs. To identify the best miRNA signature, all
combinations of miRNAs that can be defined from these
25 miRNAs (33554431 in total) were then evaluated using
ten-fold cross-validation on the same profiling cohort
(see Materials and methods).

The best miRNA combination is composed of the
following 8 miRNAs: miR-16, let-7d, miR-103, miR-107,
miR-148a, let-7i, miR-19b, and miR-22*. Figure 2
summarizes the Mann-Whitney U P-values (Figure 2A)
and relative expression changes (Figure 2B) for these 8
miRNAs.

An area under the curve (AUC) of 0.85 + 0.02 was
obtained when performing the ten-fold cross-validation in
the profiling cohort.

A threshold value of 0.68 was chosen to derive a
diagnostic rule from the random forest model. The value
of 0.68 corresponded to an acceptable trade-off between
high sensitivity (> 0.9) and satisfactory specificity (+ 0.5).

2. Model validation

The validation of our model in a larger cohort (196
samples = 70% of the whole cohort: 108 individuals with
primary breast cancers and 88 controls) yielded an AUC
of 0.81 +0.01. Figure 3A represents the receiver operating
characteristic (ROC) curve obtained by testing the model
in the validation cohort.

With a threshold value of 0.68, a sensitivity value
0of 0.91 + 0.01 and a specificity value of 0.49 + 0.03 were
obtained.

The validation of the classification model in the
other cancer groups yielded slightly lower values for
sensitivity (0.80 + 0.05 for metastatic breast cancer
patients) and specificity (0.40 + 0.08 for breast cancer
patients in remission and 0.41 £+ 0.06 for gynecologic
cancer patients) (Figure 3B). As shown in Figure 3B, the
patients with breast cancer in remission and gynecologic
cancer were classified as the control group.

A comparison between the miRNA signature and
the established diagnostic methods

Next, we sought to compare the performance of
the miRNA signature to mammographic screenings and
CA15.3 assays.

The accuracy of mammographic screening is greatly
affected by age. Indeed, young women have dense breasts,
making the interpretation of mammography more difficult
(AUC = 0.69 + 0.05 for women under the age of 50 yr)
[32]. As shown in Figure 4A, the diagnostic accuracy of
the miRNA signature does not appear to be affected by
age because the AUC remains stable at 0.81 in patients
younger than 50 yr.

CA15.3 is the only biomarker of breast cancer, and
its accuracy is directly influenced by tumor stage, with
an AUC ranging from 0.56 in stage I to 0.80 in stage III
breast cancers [33]. Therefore, CA15.3 is only useful for
the diagnosis of late stage and metastatic breast cancers.
Interestingly, tumor stage does not seem to affect the
signature miRNA performance, remaining stable at 0.81
from stages I to III (Figure 4B).

miRNA signature does not correlate with breast
cancer clinicopathological features

The correlations between the expression of the
8 miRNAs and the following breast cancer clinico-
pathological markers were computed: estrogen and
progesterone receptor expression, HER2 overexpression,
tumor size, initial lymph node status, Ki67 index, Scarff-
Bloom-Richardson grade and lymphovascular invasion.
No significant correlation was obtained using Spearman’s
test for continuous variables, and no significant difference
was found using the Mann-Whitney U test for binary
variables (Supplementary Table 2).

DISCUSSION

Early breast cancer diagnosis is currently
possible using mammographic screenings. However,
mammographic screening has the following weaknesses:
(i) the risk of false positives, with an overdiagnosis rate
of up to 19%, exposing women to harmful anti-cancer
therapies and affecting their quality of life; (ii) the risk
of false negatives, with mammograms missing breast
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cancer in 17% of cases and in more than 30% of cases
for women with dense breasts and for women under
hormone replacement therapy; (iii) X-ray radiation from
mammograms may be one of the factors that can actually
trigger breast cancer in high-risk women, e.g., young
women carrying a mutation in the BRCA genes, who
require early follow up beginning at 30 years, an age where
mammography is less effective, and (iv) mammography
performance is operator dependent (34-36).

miRNA
expression profiles

Profiling cohort

n =86
* 41 Primary Breast Cancers
* 45 Controls

\/

Step 3

Building of the final model

Thus, a diagnostic test using a blood sample could
add useful information. CA15.3, which is the only
available biomarker for breast cancer, lacks sensitivity in
the case of primary breast tumors [33].

Based on 8 circulating miRNAs, we designed
a classification model using a decision tree-based
ensemble method, which allows primary breast cancers
to be screened with greater accuracy than mammography.
Consequently, our 8 circulating miRNA signature may be

Step 1

Model building
with all miRNAs

v

Importance ranking
of all miRNAs

\

Step 2

B

miRNAs signature
identification

'
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\

Classification
tool

miRNA \
expression profiles
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miRNA
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+ 30 Gynecologic Cancers

Figure 1: Study design. A diagram describing the random forest-based methodology. The profiling cohort (n = 86) contains 41 patients
with primary breast cancer and 45 controls. The validation cohort (n = 196) contains 108 patients with primary breast cancer and 88
controls. The other cancer cohort (» = 96) contains 35 patients with breast cancer in remission, 31 patients with metastatic breast cancer

and 30 patients with gynecologic cancer.

www.impactjournals.com/oncotarget

Oncotarget

51



Résultats

extremely useful to help clinicians to identify patients with
a high probability of breast cancer without using invasive
procedures.

The 8 miRNA-based diagnostic model shows
the following interesting characteristics for clinical
application: (i) this diagnostic test is not affected by age
and may be useful for monitoring young women at high
risk for breast cancer, in which mammography is not only
less effective but also harmful because of irradiation;
(ii) unlike CA15.3, this diagnostic model is effective
regardless of tumor stage, which allows for detection
at an early stage; (iii) this model can detect metastatic
breast cancers and shows approximately the same class

prediction distribution for breast cancers in remission and
for controls (see Figure 3), offering a potential utility for
monitoring patients; (iv) this study is the first to validate
the robustness of such a classifier tool with respect to
gynecologic cancers. Plasma from patients suffering of
other prevalent cancers in women (cervix, endometrial and
ovary cancers) [1] were used to check if the diagnostic tool
could avoid the detection of other types of cancers. Indeed,
the test specificity on gynecologic cancers is similar to the
specificity of the control group (see Figure 3).

These aspects were overlooked in previous studies
that have shown the potential of circulating miRNAs
as diagnostic tools for breast cancer detection [12-29].

Controls Controls Controls Controls
vs vs vs vs
Primary Breast Cancers | Metastatic Breast Cancers Gynecologic Cancers Breast Cancers in
Remission
miRNAs P Fold change P Fold change P Fold change P Fold change
miR-16 <.0001 17 <05 12 >.05 15 <05 14
let-7d <.0001 07 <01 08 >.05 0.9 <001 12
miR-103 <.0001 08 >.05 1 >.05 1 >.05 1
miR-107 <.0001 08 <001 08 >.05 0.9 >.05 1
miR-148a <.0001 14 <.0001 16 <.0001 19 <.0001 05
let-7i <.001 0.9 <05 11 >.05 11 >.05 0.9
miR-19b <.0001 12 >.05 0.9 >.05 11 <.0001 0.8
miR-22* >.05 1 >.05 11 <01 15 <01 14
' ' ! ' ' Primary Breast Cancer ——
2t Metastatic Breast Cancer ===
synecological cancer ==
Breast Cancer in Remission =222
15+ 1

Relative MicroRNA expression

o

.75

0.5

let7d  miR-103

miR-16

miR-107

miR-22"

miR-148a let-7i miR-19b

Figure 2: The 8 miRNAs present in the diagnostic signature. (A) The results of statistical analyses comparing the expression of the
8 miRNAs present in the diagnostic signature between different groups. The 8 diagnostic miRNAs were compared between primary breast
cancer patients, breast cancer patients in remission, metastatic breast cancer patients, gynecologic cancer patients and the controls. P-values
and Benjamini-Hochberg adjusted P-values were obtained using the Mann-Whitney U test. (B) The relative expression (mean fold change)
of the 8 diagnostic miRNAs in patients with primary breast cancer, patients with breast cancer in remission, patients with metastatic breast
cancer and patients with gynecologic cancer compared to controls.
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The signatures that these studies have defined differed
greatly from one study to another. These discrepancies
can be explained by the use of different analysis methods,
sample processing and normalization procedures. In
the present paper, we show that the appropriate use of a
subset of miRNAs combined with a specific normalization
method and classification algorithm yields satisfactory
results in multiple cohorts. Although decision tree
ensemble methods have been proven to be efficient for
the classification of biological samples based on various
biomarkers [31], to our knowledge, few studies, and never
in the field of breast cancer, have used random forest
models with miRNA expression values as input features.

Two similar studies have nevertheless shown that random
forest perform better than other supervised learning
methods using miRNA expression values [37, 38].

A second important concern is the normalization
choice because the results of the relative quantification
obtained by qPCR are entirely dependent on this process.
Most of these studies used miR-16 expression alone as a
reference gene [20, 25, 28, 29]. However, miR-16, which
is predominantly derived from erythrocytes, has been
shown to be prone to artificial elevation by hemolysis [18].
The use of blood cell-derived miRNAs as housekeeping
RNA for normalization may be more problematic in cases
of anemia, a condition often occurring in breast cancer

A o |
@ _J
© o
©
o @ |
= o
B
g8 = |
© o
2
[ (Y]
.
T T T T T T
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
False positive rate
B Model class prediction between samples groups
Primary Breast Cancers Controls ]
>
£
=3
£
3
Breast Cancer Healthy  Breast Cancer Healthy
Metastatic Breast Cancers | [ Breast Cancers in Remission
4
°
5
£
]
Breast Cancer Healthy  Breast Cancer Healthy
- [ Gynecologic Ca ncers ] [AUC on vaiidation cohort 0.81+0.013
g i Sensitivity on validation cohort 0.91+0.006
=3 Specificity on validation cohort 0.49 £ 0.027
£ Specificity on breast cancers in remission | 0.40 £ 0.076
%_ Sensitivity on metastatic cancers 0.80 £ 0.045
5 Specificity on gynecologic cancers 0.41+0.063
Breast Cancer Healthy

Figure 3: Circulating miRNA-based diagnostic tool performance in the validating cohort. (A) The ROC curve of the
diagnostic miRNA model applied to the validating cohort. The AUC obtained is 0.81. (B) Model outcome distributions for the primary
breast cancers, controls, metastatic breast cancers, breast cancers in remission, and gynecologic cancers. The x-axis corresponds to the
model predictions. The dashed line represents the chosen threshold used to compute the sensitivity and specificity values for each cohort.
The table reports the AUC, sensitivity and specificity in the validation cohort and the sensitivity and specificity in the other cancer cohort.
The true positive count for the metastatic breast cancers is 25. The true negative count for breast cancers in remission and gynecologic
cancers is 14.
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patients. Meanwhile, global normalization methods have
been described to best fit with qPCR analysis [39] but to
lead to poor performances in discriminating healthy and
cancer patients [17]. In this study, we compared different
normalization methods, revealing that the mean of the
50 most expressed plasma miRNAs is more stable than
many other normalization methods and allows for good
discriminating performances. Interestingly, using this
method, our analyses revealed that miR-16 and miR-103,
which have been used in other studies as endogenous
control genes, are differentially expressed in the plasma
from healthy samples and cancer patients [12, 21].

Most of the 8 miRNAs that are part of the diagnostic
signature are related to well-described cancer deregulation
and were demonstrated to be differentially expressed

A

in breast cancer tumoral tissues [40-44]. However,
circulating miRNAs rarely show correlated levels with
their tumoral expression [26]. In consequence, the miRNA
composition of the diagnostic signature does not allow any
conclusion on their biological functions.

Aside from the 8 miRNAs selected for our
signature, several other combinations, most of which were
composed of more than 8 miRNAs, yielded comparable
performances. This finding can be explained by the fact
that several miRNAs are often deregulated in the same
manner under certain conditions, thus allowing one
miRNA to be replaced by another miRNA in a specific
signature. Regarding independent validation, it can be
noted that, among these alternative combinations, one in
particular was made of 11 miRNAs, which were measured

Comparison with mammography

AuC

Women <

Screening Mammography C——
miRNAs-based classifier &z

All Women

Comparison with CA15.3

AuC

CA153
miRNAs-based classifier EEER

Stage 1

Stage 2

Stage 3

Figure 4: Comparison of the accuracy between the diagnostic miRNA signature, mammographic screenings and
CA15.3 assays. (A) While the diagnostic performance of mammographic screenings is weaker in women under 50 yr (32), the AUC of
the 8 miRNA-based diagnostic model was stable for women both under and over 50 yr. (B) The CA15.3 assay is not useful for the early
diagnosis of breast cancer. While the CA15.3 AUC increases proportionally to the tumor stage (33), our model performance was stable

regardless of the tumor stage.

www.impactjournals.com/oncotarget

54

5423

Oncotarget



Résultats

in the serum of 54 individuals in another independent
study [12]. The performance of a diagnostic model built
using this alternative combination has been assessed using
both our data (plasma) and the dataset GSE42128 from
Chan ez al. (serum), yielding close results (respective
AUCs of 0.80 = 0.02 and 0.77 + 0.07, see Supplementary
Table 3). Unfortunately, one of the miRNAs present in our
original signature is absent from the data from Chan ez al.,
preventing us from testing the original signature.

Regarding the potential prognostic value of the
8-miRNA signature, the available follow-up of the cohorts
is insufficient to determine whether the expression of
the miRNAs can be correlated with progression-free or
overall survival. Since there is no correlation between the
expression of the 8 diagnostic miRNAs and the currently
used clinicopathological factors of breast cancer, the
prognostic role of the miRNA signature cannot be
established on that base.

In conclusion, we established an accurate miRNA-
based model for the non-invasive screening of primary
breast cancer. This model also allows the identification
of metastatic breast cancer and the classification of breast
cancer patients in remission in the healthy group and
therefore may be useful for monitoring patients. Moreover,
the performance of this test is not affected by the age of
the patient or by the tumor stage.

MATERIALS AND METHODS

Ethical concerns

Ethic approval was obtained from the Institutional
Review Board (Ethical Committee of the Faculty of
Medicine of the University of Li¢ge) in compliance
with the Declaration of Helsinki. All patients signed a
written informed consent form. This work consisted of a
prospective study and did not lead to any changes in the
treatments of enrolled patients.

Plasma samples

Blood samples were withdrawn in 9 ml EDTA
tubes. Plasma was prepared within 1 h by retaining the
supernatant after double centrifugation at 4°C (10 min at
815 x gand 10 min at 2500 x g) and was stored at —80°C.
The absorbance at 414 nm (ABS, ,) was measured for
all samples using a NanoDrop to evaluate the degree of
hemolysis.

RNA extraction and miRNA qRT-PCR

The essential MIQE guidelines were followed
during specimen preparation [45].

Circulating miRNAs were purified from 100 pl
of whole-plasma using a miRNeasy Mini Kit (Qiagen,
Germany) according to the manufacturer’s instructions.

The standard protocol was modified based on Kroh’s
recommendations [46]. MS2 (Roche, Belgium) was
added to the samples as a carrier, and cel-miR-39 and
cel-miR-238 were added as spike-ins. RNA was eluted in
50 ul of RNase-free water at the end of the procedure.

Reverse transcription was performed using a
miRCURY LNA™ Universal RT microRNA PCR,
Polyadenylation and c¢DNA Synthesis Kit (Exiqon,
Denmark). Quantitative PCR was performed according to
the manufacturer’s instructions on custom panels of 188
selected miRNAs (Pick-&-Mix microRNA PCR Panels,
Exiqon). Controls included the reference genes described
in the text, inter-plate calibrators in triplicate (Sp3) and
negative controls.

All PCR reactions were performed using an Applied
Biosystems 7900HT Real-Time PCR System (Applied
Biosystems, USA). miRNAs with Cq values < 36 were
considered for analysis.

Data analysis

Analyses were conducted using the 2 method
(ACq = Cq,e ~ Cleperence gene) for each sample to obtain a
normalized expression value [47].

The data were normalized using the ACq method
as recommended by Mestdagh et al. [39]. The mean Cq
of the 50 miRNAs with the highest mean expression as
determined in all the patients from all the cohorts was used
for normalization because it was the most stable reference
gene according to the GeNorm software. The list of the
50 miRNAs and the results of the GeNorm analysis are
available in Supplementary Table 4. The whole processes
of miRNA signature identification and decision tree
building were also conducted on datasets normalized
by 12 alternative methods. The best performances were
obtained with the normalization by the mean Cq of the 50
most expressed miRNAs. The alternative normalization
were: raw data, mean Cq of the 10, 20, 30 or 40 miRNAs
with the highest mean expression, the mean Cq of the 50
miRNAs with the highest mean expression minus the four
miRNAs that are present in the signature; the mean Cq of
the spike-cel-miR-39 and the U6 small RNA; the mean Cq
of miR-15b* and miR-125b (the most stable combination
according to NormFinder); the global mean Cq; miR-16;
the mean Cq of miR-103 and miR-191; and miR-93.

Furthermore, the delta Cq (miR-23a - miR-451)
was determined for each sample to evaluate the risk of
hemolysis as recommended by Blondal et al. [48].

Finally, data homogeneity was tested to detect
outliers. Patients presenting extreme values (mean + 3
sigma) were discarded. This operation led to the
elimination of one patient from the analysis.

Statistical analyses were performed with R version
3.0.1 (R Core Team (2012). R: A language and environment
for statistical computing. R Foundation for Statistical
Computing, Vienna, Austria. ISBN 3-900051-07-0,
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URL: http://www.R-project.org/). To compare miRNA
expression levels, two-sided Mann-Whitney U tests and
Kruskal-Wallis one-way tests were used. To correlate
the expression of the 8 diagnostic miRNAs and the
clinicopathological markers in primary breast cancer
patients, Spearman’s tests were used for continuous
variables. Statistical significance was established as
*P < 0.05 **P < 0.01 ***P < 0.001 or ¥****P < 0.0001.
All represented values were adjusted for multiple testing
using the Benjamini-Hochberg procedure [49]. The
results of the statistical analyses for selected miRNAs are
summarized in Supplementary Tables 1 and 2.

Study design

For all steps of the method, an R implementation of
Breiman’s original random forest algorithm, which was
provided in the R package randomForest, was used [50]. A
methodology somewhat similar to the algorithmic solution
proposed by Geurts et al. was used [31] as shown in
Figure 1. The different steps are described in detail below.

1. Model building with all miRNAs

An initial random forests model was built on the
profiling cohort (86 samples: 41 individuals with primary
breast cancer and 45 controls) with the normalized
expression values of all 188 miRNAs as features. A

conservative value of 3000 for », , (number of trees in the

tree
random forest) was chosen for all steps of the construction
of random forest models using our methodology. Because

no significant performance change was observed for

incremental values of m,., (number of variables randomly

sampled as candidates at each split), a default value of

m,, =+/number of miRNAs ~was chosen for all steps

of the construction of random forest models using our
methodology. A combined ranking for all 188 miRNAs
based on the model importance metrics MDA (Mean
Decrease in Accuracy) and MDG (Mean Decrease in Gini)
was obtained through the construction of this first model.

2. miRNA signature identification

Variable selection in classification or regression
methods constitutes a classical problem related to 2
distinct objectives: (i) Finding relevant variables linked
to the classifier output, for interpretation purposes
(in this case, finding an ensemble of miRNAs related to
breast cancer), (ii) Finding a sufficiently small number
of variables as to avoid over-fitting, improve model
performance, and provide more cost-effective models (both
in terms of computation and implementation) [51, 52].
These 2 objectives may often be contradictory, since the
first one will be directed to highlighting all important
variables, even if these variables are redundant, while the
second one aims to limit the number of variables in the
final model. We are aiming for the second objective. One
variable selection method for random forests, specifically

targeting the second objective, is iterative variable
elimination [38, 53], where variables with the smallest
importance metric are iteratively discarded until reaching a
minimum out-of-bag (OOB) error. Based on the definition
of MDA provided earlier and the R implementation of the
random forests algorithm, this feature selection method is
roughly equivalent to the iterative elimination of variables
with the lowest MDA metric. Another variable selection
methodology works the other way round, by iteratively
adding variables in candidate models, based on their
importance metric, computed on a previous complete
model, and stopping the addition of variables when the
model accuracy reaches a maximum [31, 54]. Here, we use
a more exhaustive wrapper approach, where a large subset
of m variables is first selected based on the two variable
importance metrics (the OOB-related importance metric
MDA, but also the Gini coefficient related importance
metric MDG) provided by the R implementation of the
random forests algorithm, and secondly all ¢ possible
combinations of 1 to m variables from this subset are
considered as possible features of a potential classifier,
where ¢=2" -1 combinations. This approach thus
differs in the fact that it constitutes an exhaustive method,
which will test a very large number of combinations. Each
of these potential classifiers is cross-validated (with ten
folds) to determine the variables combination (also called
“signature”) yielding the best performing model (where
model performance is measured by the AUC). Since the
goal of this study is the design of a usable and affordable
diagnostic tool, a limited value of m = 25 has been chosen
(leading to ¢ = 33554431). This number corresponds to
threshold values of 0.001 and 1 respectively for variable
importance metrics MDA and MDG. This limited
value of m = 25 constitutes a trade-off between an
exhaustive testing of the solution space and the time and
computational limitations related to a diagnostic test.

3. Building the final model

A random forest model was built on the profiling
cohort using the best performing miRNA subset. This
classification tool constituted the final diagnostic
model. The number of trees chosen to build each model
was determined as in step 1, and a default value of

m,, = \/ number of miRNAs in the combination was chosen

=3).

The prediction of the random forest algorithm
for a sample is a numerical value representing the
probability for this sample to be part of a specific class
(case or control). To derive a binary diagnostic rule from
this numerical score, a specific threshold was picked to
separate the 2 classes, and the specificity and sensitivity
values of the corresponding rule were computed.

4. Model validation

(le mu‘_v

Then, the classification tool was validated in a larger
cohort with similar cases — controls ratio as in the profiling
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cohort. The total number of samples was 2.3 times greater
than profiling cohort (196 samples: 108 individuals with
primary breast cancers and 88 controls).

An AUC was obtained through this validation.
Sensitivity and specificity values were computed using the
threshold defined using the profiling cohort.

The classification tool was also validated in a
separate cohort consisting of 35 individuals with breast
cancer in remission, 31 patients with metastatic breast
cancer and 30 patients with gynecologic cancers.

List of abbreviations

3’-UTR = 3'-untranslated region
ABS, = absorbance at 414 nm

AUC = area under the curve

Cq = quantification cycle

DNA = deoxyribonucleic acid

gDNA = genomic DNA

HER2 = human epidermal growth factor 2
LNA = locked nucleic acid

MDA = mean decrease accuracy

MDG = mean decrease Gini

miRNAs = microRNAs

mRNAs = messenger RNAs

NA = not assessed

Ns = non-significant

OOB = out-of-bag

RNA = ribonucleic acid

ROC = receiver operating characteristic
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2. Induction du miR-34a et du miR-122 par la
chimiothérapie néoadjuvante dans le cancer du sein

Parmi nos patientes avec un cancer du sein localisé, nous en avons
retenu 25 qui ont bénéficié d'une NAC. Pour toutes les patientes, la NAC
débutait par une combinaison a base d’anthracyclines, suivie d’une
chimiothérapie a base de taxanes.

Les 188 miARN circulants, sélectionnés dans la premiere partie du
projet, ont été étudiés avant et a la fin de la NAC. Une modification
significative de 25 miARN a été mise en évidence au terme de la NAC.
Parmi ces 25 miARN, le miR-34a et le miR-122 présentaient I’élévation la
plus importante (Figure 1).

Le miR-34a et le miR-122 ont ensuite été mesurés sur le tissu
tumoral de 7 patientes avec une pPR a la NAC, avant et apres la
chimiothérapie. Une augmentation significative du miR-34a tumoral a
été confirmée apres la NAC, sauf chez une patiente, avec une mauvaise
réponse a la chimiothérapie (ypT2N2), et qui a ensuite présenté une
rechute métastatique précoce. Le miR-122 était faiblement exprimé dans
le tissu tumoral et aucune variation significative n’a pu étre confirmée
apres la NAC. Aucune corrélation entre les niveaux plasmatiques et
tumoraux des 2 miARN n’a été retrouvée (Figure 2).

L’élévation du miR-34a était nettement plus importante chez les
patientes avec un cancer du sein agressif (HER2+ ou TNBC) avec une
pPR apres le traitement néoadjuvant. Dans ce groupe de cancers du sein,
I’élévation du miR-34a permettait d’ailleurs de distinguer les pCR des
pPR avec une excellente performance (AUC = 0,97) (Figure 3).

Un suivi longitudinal du miR-34a et du miR-122 circulants a été
réalisé chez les 25 patientes. Les 2 miARN ont été mesurés a 4 moments :
avant la NAC, aprées 1 ou 2 cycles d’anthracyclines, a la fin de la NAC et 3
mois apres la chirurgie mammaire. Une importante augmentation des 2
miARN a été retrouvée directement apres les anthracyclines,
particulierement pour le miR-34a. Par rapport a la valeur initiale chez les
patientes, le niveau du miR-34a et du miR-122 restait élevé apres la
chirurgie. Cependant, par rapport a 20 femmes saines d’age similaire, les
2 miARN étaient diminués avant la NAC et étaient normalisés a la fin des
traitements (Figure 4).
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Le miR-34a est connu pour participer a I'altération de la fonction
cardiaque liée au vieillissement ou a un infarctus du myocarde (Boon et
al., 2013). Les troponines, des marqueurs de nécrose cardiaque, ont été
mesurées dans nos échantillons, avant et aprés la NAC. Une corrélation
positive a pu étre établie entre I'élévation du miR-34a et des troponines,
suggérant une implication de ce miARN dans la toxicité cardiaque induite
par les anthracyclines (Figure 5).

Finalement, nous avons montré que le miR-34a augmentait dans
des proportions moins importantes apres une chimiothérapie adjuvante
plutot que néoadjuvante, et que la chirurgie seule ne modifiait pas son
niveau d’expression. Le miR-122 n’était modifié ni par la chimiothérapie
adjuvante, ni par la chirurgie. Ces résultats ont confirmé que
I'importance de I'élévation des 2 miARN sous 'effet de la chimiothérapie
était dépendante de la présence de la tumeur (Figure 6).

En conclusion, cette recherche a montré que la NAC modifiait
fortement I'expression du miR-34a plasmatique et tumoral. L’amplitude
de I'élévation du miR-34a circulant pourrait ainsi nous aider a identifier
les mauvais répondeurs a la chimiothérapie. De plus, les variations du
miR-34a pourraient aussi étre liées a un effet toxique de la
chimiothérapie sur le cceur.

Article: Neoadjuvant chemotherapy in breast cancer patients induce

miR-34a and miR-122 expression.
Pierre Fréres, Claire Josse, Nicolas Bovy, Meriem Boukerroucha, Ingrid Struman,
Vincent Bours et Guy Jerusalem.

Journal of Cellular Physiology. 2014;230:573-81.
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Circulating microRNAs (miRNAs) have been extensively studied in cancer as biomarkers but little is known regarding the influence of anti-
cancer drugs on their expression levels. In this article, we describe the modifications of circulating miRNAs profile after neoadjuvant
chemotherapy (NAC) for breast cancer. The expression of 188 circulating miRNAs was assessed in the plasma of 25 patients before and
after NAC by RT-qPCR. Two miRNAs, miR-34a and miR-122, that were significantly increased after NAC, were measured in tumor tissue
before and after chemotherapy in 7 patients with pathological partial response (pPR) to NAC. These two chemotherapy-induced miRNAs
were further studied in the plasma of 22 patients with adjuvant chemotherapy (AC) as well as in |12 patients who did not receive any
chemotherapy. Twenty-five plasma miRNAs were modified by NAC. Among these miRNAs, miR-34a and miR-122 were highly
upregulated, notably in pPR patients with aggressive breast cancer. Furthermore, miR-34a level was elevated in the remaining tumor tissue
after NAC treatment. Studying the kinetics of circulating miR-34a and miR-122 expression during NAC revealed that their levels were
especially increased after anthracycline-based chemotherapy. Comparisons of the plasma miRNA profiles after NAC and AC suggested
that chemotherapy-induced miRNAs originated from both tumoral and non-tumoral compartments. This study is the first to demonstrate
that NAC specifically induces miRNA expression in plasma and tumor tissue, which might be involved in the anti-tumor effects of
chemotherapy in breast cancer patients.

J. Cell. Physiol. 230: 473-481, 2015. © 2014 Wiley Periodicals, Inc.

Breast cancer is the most frequently diagnosed cancer
worldwide, with 1.38 million new cases recorded in 2008, and it
is the leading cause of cancer death in females (Jemal et al.,
201 1). However, breast cancer death rates have decreased in
the past 25 years due to early detection and improved
treatments (Bleyer and Welch, 2012).

MicroRNAs (miRNAs) are small, non-coding RNAs that act
as negative regulators of gene expression by binding to the 3'-
untranslated region (3'-UTR) of target messenger RNAs
(mRNAs) (Bartel, 2004; Du, 2005; Eulalio et al., 2008). miRNAs
play important roles in cellular processes such as differ-
entiation, proliferation, stress-response and cell death
(Ambros, 2004; Bartel, 2004). To date, thousands of human
miRNAs have been identified (Kozomara and Griffiths-
Jones, 2010), and bioinformatics analyses have estimated that
miRNAs may regulate as many as 60% of the human protein-
coding genes (Friedman et al., 2009).

Abbreviations: 3'-UTR, 3'-untranslated region; AC, adjuvant
chemotherapy; AJCC-UICC, American Joint Committee on
Cancer and the International Union for Cancer Control; AUC, area
under the curve; Ct, cycle threshold; DNA, deoxyribonucleic acid;
FDR, false discovery rate; FFPE, formalin-fixed paraffin-embedded;
gDNA, genomic DNA; HER2, human epidermal growth factor 2;
miRNAs, microRNAs; mRNAs, messenger RNAs; NA, not
accessed; NAC, neoadjuvant chemotherapy; Ns, nonsignificant;
pCR, pathological complete response; pPR, pathological partial
response; RNA, ribonucleic acid; ROC, receiver operating curve;
SEM, standard error of the mean; TNBC, triple-negative breast
cancer.
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Several studies have revealed that miRNAs are deregulated
inside tumor tissues, including breast cancer (Lu et al., 2005;
Blenkiron et al., 2007). Notably, Lu et al. (2005) analyzed
miRNA expression from multiple human cancers and observed
differential expression of nearly all miRNAs across tumor
types. Moreover, miRNA expression reflects the develop-
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associated with its clinico-pathological features. These findings
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tumorigenesis.

In the past decade, miRNAs have been demonstrated to be
present in the peripheral bloodstream. These circulating
miRNAs are protected from degradation by lipoprotein
vesicles, called exosomes, and their presence remains highly
stable compared with other RNA molecules (Chen etal., 2008;
Mathivanan et al., 2010). Tumor cells are assumed to actively
secrete specific circulating miRNAs (Pigati et al., 2010) that are
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therefore easily accessible and can be used as diagnostic
markers for multiple cancers (Mitchell et al., 2008; Kosaka
et al,, 2010). miRNAs appear to also be passively released by
dying cells (Brase et al., 2010), and as a result, circulating
miRNA profiling may potentially reflect response to anti-
cancer treatments.

Adjuvant chemotherapy (AC) for breast cancer is
administered after definitive breast surgery to reduce the risk
of cancer recurrence. On the other hand, preoperative or
neoadjuvant chemotherapy (NAC) is planned for patients with
locally advanced breast cancer or with tumors primarily not
suitable for breast-conserving surgery. One of the aims of NAC
is to reduce disease burden and render cancers operable.
Typically, NAC consists of anthracycline-based chemotherapy
followed by tubulin-binding agents. The tumor is then removed,
and the response to NAC is assessed by the amount of tumor
cells in the surgical specimen. A pathological complete
response (pCR) is crucial because it is associated with a better
outcome than residual disease (Mieog et al., 2006).

Two studies have already implicated circulating miRNAs as
predictive markers of the pathological response to NAC in
breast cancer patients (Zhao etal., 2009; Wu et al., 201 1). The
aim of this work was to examine circulating miRNA profiles
during NAC because this condition is the only opportunity to
observe the in vivo exposition of treatment-naive tumor cells
to the chemotherapy.

In the present study, we demonstrated for the first time that
NAC increased circulating miR-34a and miR-122 levels.
Comparisons of the plasma miRNA content after different
chemotherapies and in the presence/absence of a tumor
suggested that miR-34a originated from both tumoral and non-
tumoral compartments, but miR- 122 only originated from non-
tumoral tissues. We also showed that increased miR-34a and
miR-122 expression was greater after anthracycline
treatments. Whether these miRNAs are markers and/or
players in NAC remains to be elucidated.

Materials and Methods

Patients, controls, plasma and tissues collection

Ethics approval was obtained from the Institutional Review Board
(Ethical Committee of the Faculty of Medicine of the University of
Liége) in compliance with the Declaration of Helsinki. Patients with
newly diagnosed primary breast cancer were recruited
prospectively at CHU of Liége (Liége, Belgium) from 7/201 | to 7/
2013. All patients signed a written informed consent form. This
work consisted of a prospective study and did not lead to any
changes in the treatment of enrolled patients; 59 patients were
included in this study. Control plasma samples were obtained from
20 healthy female volunteers of a similar mean age (51 & 10 years)
and without a history of cancer. Blood samples were collected into
9-ml EDTA tubes. Plasma was prepared within | h by retaining the
supernatant after double centrifugation at 4 °C (10 min at 815 gand
10 min at 2500 g) and stored undefined at —80°C.

Twenty-five patients with primary locally advanced breast
cancer received NAC with 3 or 4 courses of alkylating agents
(cyclophosphamide or fluorouracil) and anthracycline-based
chemotherapy (epirubicin) followed by 3 or 12 courses of tubulin-
binding agents (docetaxel or paclitaxel). Only patients achieving a
pCR (ypTONO following the AJCC-UICC classification) were
considered responders. Blood samples were drawn from NAC-
treated patients according to the time course described in
Figure 4A.

For 7 NAC-treated patients, 4-pm tumor slices from formalin-
fixed paraffin-embedded (FFPE) tissues samples were obtained from
diagnostic core-needle biopsies (2 to 3 passes in the primary tumor)
and from the corresponding tumorectomy. The histological status
of all tissues samples was established by a pathologist using
hematoxylin and eosin staining from the FFPE sections.
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Approximately 15 days after the initial surgery, 22 primary breast
cancer patients were treated with AC containing 3 or 4 courses of
alkylating agents (cyclophosphamide or fluorouracil) and
anthracycline-based chemotherapy (epirubicin) followed by 3 or 12
courses of tubulin-binding agents (docetaxel or paclitaxel). For
these patients, blood samples were collected as shown in Figure 6A.

Twelve primary breast cancer patients did not receive any
chemotherapy, and their plasma was collected 8 days before (D-8)
and 3 months after (3M) surgery.

Patients who would benefit from breast preservation received
post-operative radiotherapy. Endocrine therapy (tamoxifen,
goserelin, anastrozole, or letrozole) was administered to hormone
receptor-positive patients, and anti-HER2 therapy (trastuzumab,
lapatinib, or pertuzumab) was administered to patients with HER2
overexpression.

All patients and tumor characteristics are summarized in Table I.

Study design

Figures 4A and 6A summarize the plasma withdrawal time points in
each patient group.

A pilot study was first conducted and consisted of measuring the
expression of 742 plasma miRNAs in |18 patients before and after
treatment (12 with NAC, 3 with AC, and 3 without
chemotherapy). On the basis of their high expression levels in the
pilot experiment, 188 miRNAs were chosen (data not shown).

The first study (study ) consisted of measuring 188 miRNA
levels in plasma in |3 additional patients with NAC at NA| and D-
8. Altogether, 188 miRNA profiles were obtained for 25 NAC-
treated patients before and after treatment. The mean cycle
threshold (Ct) of the 50 most highly expressed miRNAs was used
for normalization. The lists of miRNAs and sequences used in study
| are provided in the supplementary data (Additional file I).

In a second study (study 2), the levels of 2 miRNAs were
measured in the blood of 25 patients with NAC at NAI, NA2, D-8
and 3M, 22 patients with AC at D-8 and 3M, 12 patients without
chemotherapy at D-8 and 3M. miR-34a and miR- 122 were selected
because of their significant deregulation by NAC, as established in
study |. The mean Ct of the two most stable miRNAs across NAC-
treated patients (miR-484 and miR-652) was used as reference
gene in addition to the cel-miR-39 spike-in.

The levels of tumor miR-34a and miR-122 were measured in
the initial core-needle biopsies and corresponding tumorectomy
for 7 patients with a pathological partial response (pPR) to NAC.
The relative expression levels of tumor miR-34a and miR-122
were obtained by normalizing to the mean Ct of cel-miR-39
spike-in, cel-miR-238 spike-in, RNU44 snoRNA, and RNU48
snoRNA.

Confirmation of plasma miR-34a variations was assessed by a
second RT-qPCR technique on the same plasma from 17 NAC-
treated patients at NA| and D-8. The relative expression levels of
plasma miR-34a were normalized to the mean Ct of cel-miR-39
spike-in and cel-miR-238 spike-in.

RNA extraction and qRT-PCR of miRNAs

Circulating miRNAs were purified from 100 pl of plasma with the
miRNeasy mini kit (Qiagen, Germany) according to the
manufacturer's instructions. The standard protocol was adapted
on the basis of Kroh's recommendations (Kroh et al., 2010). MS2
(Roche, Belgium) was added to the samples as a carrier, cel-miR-39
and cel-miR-238 were added as spike-ins. RNA was eluted in 50 pl
of RNase-free water at the end of the procedure.

Reverse transcription was performed using the miRCURY
LNA™ Universal RT microRNA PCR, polyadenylation and cDNA
synthesis kit (Exiqgon, Denmark). Quantitative PCR was performed
according to the manufacturer's instructions on custom panels of
188 selected miRNA:s in study | and on two selected miRNAs in
study 2 (Pick-&-Mix microRNA PCR Panels, Exiqon). Controls
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TABLE |. Patients and tumors characteristics.

Primary breast cancer
patients with NAC (n=25)

Characteristics

Primary breast cancer
patients with AC (n=22)

Primary breast cancer
patients without chemotherapy (n=12)

Age (mean £ SD) (y) 47+ 14
Estrogen receptor [n (%)] 14 (56)
Progesterone receptor [n (%)] 12 (48)
HER2 [n (%)] 9 (36)
KI-67 (mean + SD) (%) 3619
Molecular subtype [n (%)]

NA 0(0)

Luminal A I (4)

Luminal B 14 (56)
HER2-enriched 3(12)
ER-negative 8 (32)
Initial T staging [n (%)]

NA 0(0)

| 1 (4)

2 14 (56)
3 2(8)

4 8 (32)
Size (mean =+ SD) (mm) 48 +27
Posttreatment ypT staging [n (%)]

NA 0(0)

0 9 (36)
| 7 (28)
2 8 (32)
3 0 (0)

4 1 (4)

Initial N staging [n (%)]

NA 0 (0)

0 9 (36)
| 14 (56)
2 0(0)

3 2(8)

Posttreatment ypN staging [n (%)]

A 0(0)
0 15 (60)
| 5 (20)
2 4 (1)
3 1 (4)
Scarff-Bloom-Richardson grading system [n (%)]

NA 0(0)

| 0 (0)

2 11 (44)
3 14 (56)
Histologic subtype [n (%)]

NA 0 (0)

IDC 24 (96)
ILC 1 (4)

Others 0 (0)

Lymphovascular invasion [n (%)] 6 (24)
Trastuzumab [n (%)] 10 (40)

Radiotherapy [n (%)] 25 (100)
Hormonotherapy [n (%)]
SERM

Al 4(16)

52411 67+9
19 (86) 12 (100)
14 (64) 11(92)
7 (32) 1(8)
28+ 19 948
0 (0) 0 (0)
3 (14) 9 (75)
16 (72) 3(25)
0 (0) 0(0)
3 (14) 0 (0)
0(0) 0 (0)
12 (55) 11 (92)
8 (36) 1(8)
2(9) 0(0)
0 (0) 0 (0)
23+15 13+6
22 (100) 12 (100)
0(0) 0 (0)
0(0) 0 (0)
0 (0) 0 (0)
0(0) 0(0)
0 (0) 0 (0)
(0) 0(0)
11 (50) 9 (75)
7 (32) 3(25)
3 (14) 0 (0)
1 (4) 0 (0)
22 (100) 12 (100)
0 (0) 0(0)
0 (0) 0 (0)
0 (0) 0 (0)
0(0) 0 (0)
00 50
8 (36) 12 (100)
12 (54) 0(0)
0 (0) 0 (0)
18 (82) 6 (50)
W% 207
762 o0)
19 (86) 10 (83)
8 (36) 9 (75)
11 (50) 3(29

included the reference genes described in the text, inter-plate
calibrators in triplicate (Sp3) and negative controls.

Confirmation of plasma miR-34a expression variations was
determined using TaqMan assays (Applied Biosystems, USA) with
predesigned probes according to the manufacturer's instructions.
Total RNA extracted from plasma was reverse transcribed using
the TagMan miRNA RT Kit and stem-loop RT primers (Applied
Biosystems).

Tumor miRNAs were extracted from 5 macrodissected
sections of 4-um FFPE tissues scrubbed from glass slides after
tumor status confirmation by a pathologist. Genomic DNA
(gDNA) and DNase-treated RNA were isolated using the
Allprep DNA/RNA FFPE Kit (Qiagen) according to the
manufacturer's protocol. The concentration of the isolated RNA
was measured with the Quant-iT™" RiboGreen" RNA Assay Kit
as recommended (Invitrogen, UK). Reverse transcription was
performed on 5 ng of RNA using the TagMan miRNA RT Kit, and
quantitative PCR used stem-loop RT primers (Applied
Biosystems).

All PCR reactions were performed on an Applied Biosystems
7900HT Real-Time PCR System (Applied Biosystems). miRNAs
were considered for analysis with a Ct value <36.
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Data analyses

Analyses were conducted using the 272 method (ACt = Cteample
— Clreference gene) fOr each sample to obtain a normalized
expression value (Schmittgen and Livak, 2007).

The reference genes were chosen as follows:

(i) Circulating miRNAs in the Pick-&-Mix microRNA PCR
Panels (Exiqon)

Data were normalized using the ACt method as recommended
by Mestdagh et al. (2009). In study /, the mean Ct of the 50 most
highly expressed miRNAs was used for normalization, as it was the
most stable reference gene according to the GeNorm software
(results of GeNorm analysis are available in Additional file 2). For
study 2, the mean Ct of the two most stable miRNAs across NAC-
treated patients (miR-484 and miR-652) was used as reference
genes in addition to the cel-miR-39 spike-in.

(i) Circulating and tumoral miRNAs with the TagMan miRNA
RT-PCR Kit (Applied Biosystems)

The relative expression levels of miR-34a were obtained by
normalizing to the mean Ct of cel-miR-39/cel-miR-238 spike-ins
(for plasma and tumor miRNAs) and RNU44/RNU48 snoRNAs
(for tumor miRNAs only).
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Statistical analyses were performed with the GraphPad Prism
software, version 6.00 (GraphPad Software, USA) (www.
graphpad.com/scientific-software/prism/). The normal distribution
of values was evaluated with the D'Agostino-Pearson omnibus and
Shapiro-Wilk tests. To compare miRNAs levels, Student's t-test
(paired or unpaired, two-tailed) and non-parametric tests
(Wilcoxon or Mann-Whitney tests, two-sided) were used.
Correlations between plasma and tumor miRNA levels, and
between circulating miR-34a and troponin T levels were assessed
with the Spearman test. Statistical significance was established as
P<0.05 (¥), P< 0.0l (*¥), P<0.001 (***) or P<0.0001 (**+*).

Results
NAC induces high plasma expression levels of miR-34a
and miR-122

Twenty-five patients with locally advanced primary breast
cancer treated with NAC were selected, and 188 miRNA
profiles were assessed in plasma drawn before and after NAC.

Twenty-five miRNAs were significantly modified by NAC
(Fig. 1). The two most significantly upregulated miRNAs were
miR-34a and miR-122 (Figs. 1B and C), which were elevated by
2.5 and |.9-fold, respectively, after NAC (Fig. |B and Fig. 2A
and B).

miR-34a upregulation was confirmed by a second RT-qPCR
technique using TagqMan assays on the same plasma samples for
17 patients, and the results remained significant (P < 0.001, 3.2-
fold change, Additional file 3).

Interestingly, we observed that 7 patients had a particularly
high fold change for chemotherapy-induced miR-34a and/or
miR-122 expression (Fig. 2, blue points). Moreover, 6 out of
these 7 patients had a pPR to NAC. The deregulation of
circulating miRNAs in patients who achieved a pCR (n=8)
after NAC was so compared with that of patients who did not
achieve a pCR (n = 17). pPR patients tended to have a greater
fold change for miR-34a and miR-122 compared with pCR
patients (Fig. 3A and B). Patients who attained a pCR after
NAC, which is defined as no residual tumor tissue in the breast

A B Upregulated miRNAs
miRNAs P-value FDR Fold-change
miR-106a <005 008 14
miR-122 <001 <001 19
miR-126 <001 <005 13
N A 1 miR-139-5p <0001 <005 15
miR-15b <001 <005 13
miR-197 <005 01 12
' . miR-199a3p <001 0.1 14
miR-223 <001 009 12
miR-328 <005 <005 13
miR-34a <00001 <0001 2.5
D - 8 miR-374b <001 007 13
c miR-423-3p <005 <005 12
miR-425 <001 <001 18
miR-503 <001 006 16
— 2-
Q Downregulated miRNAS
QI ® miR-34a mIRNAS Pvalie  FDR  Foldchange
E 1  MiR-122 miR-127-3p <001 008 07
-
> miR-150 <005 006 05
- miR-29¢ <005 01 08
o miR-324-3p <005 006 06
8 miR-329 <005 006 06
5 miR-376a <005 02 07
=
@ miR-376c <001 02 07
£ miR-382 <001 03 07
o miR-409-3p <001 02 07
miR-411 <005 01 08
miR-451 <001 <005 05

Average Ct

Fig. I.

Variations in circulating miRNAs after neoadjuvant chemotherapy (NAC). Expression of 188 circulating miRNAs was determined at

two time points by RT-qPCR in 25 NAC-treated patients. Expression was normalized to the mean Ct of the 50 most highly expressed
miRNAs. The Wilcoxon matched-pairs signed rank test was used to compare miRNA profiling before and after NAC. The results were
adjusted for multiple testing by controlling for the false discovery rate (FDR) according to the Benjamini-Hochberg method. (A) Blood
samples were collected from patients before (NAI) and after (D-8; ~1 week before surgery) NAC. (B) Twenty-five circulating miRNAs were
significantly modified after NAC. (C) Bland-Altman plot of 188 circulating miRNAs before (NAI) and after (D-8) NAC. In red, 25 circulating
miRNAEs significantly modified after NAC. miR-34a and miR-122 were the most upregulated miRNAs at the end of NAC.
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Fig. 2. Upregulation of miR-34a and miR-122 in plasma and tumor
tissue at the end of neoadjuvant chemotherapy (NAC). Expression
of miR-34a and miR-122 was determined by RT-qPCR in the plasma
of 25 NAC-treated patients and in the tumor tissue of 7 patients
with partial pathological response (pPR) to NAC. Expression was
normalized to the mean Ct of the 50 most highly expressed miRNAs
in A and B and to the mean Ct of RNU 44, RNU 48, cel-miR-39, and
cel-miR-238 in C-F. Comparisons between the initial and subsequent
time points were calculated using the Wilcoxon matched-pairs
signed rank test. Plasma miR-34a (A) and miR-122 (B) were
upregulated after NAC (P <0.0001 and P <0.01, respectively). (C)
Upregulation of miR-34a was observed in tumor tissues from
patients with pPR after NAC (P < 0.05). (D) miR-122 was not
significantly upregulated in tumor tissues after NAC. (E and F)
Pearson and Spearman correlations did not show any association in
the fold change (NAI vs. D-8) of plasma and tumor miRNAs.

and lymph nodes, have improved survival. Two meta-analyses
have confirmed that pCR is a greatest surrogate marker for
predicting long-term clinical outcome in aggressive tumor
subtypes, namely HER2-positive/hormone receptor-negative
and triple-negative breast cancers (TNBC, i.e., breast tumors
negative for hormone receptors and for HER2 gene
amplification), compared with hormone receptor-positive
tumors (Minckwitz et al., 2012; Cortazar et al., 2014). Analyses
were thus conducted only on the HER2-enriched and TNBC
subgroups and revealed that the fold change of circulating miR-
34a after treatment was significantly greater in pPR patients
compared with pCR patients (3.4 vs. 1.8, P < 0.0, Fig. 3C). For
miR-122, the difference between pPR and pCR patients
showed a considerable trend toward significance (Fig. 3D,
P=0.06). Interestingly, the initial miR-34a expression levels
(NATI) were similar in the pCR and pPR subgroups (Fig. 3E).
The fold change of miR-34a effectively distinguished patients
with pCR and pPR, as shown in Fig. 3F. To predict the
pathological response to NAC, the ROC of the miR-34a
upregulation was calculated, and it showed a high performance
with a sensitivity of 100% and a specificity of 80% (AUC = 0.97).
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Fig. 3. Comparisons of circulating miR-34a and miR-122 in NAC-
treated patients with pathological complete response (pCR, in red)
and pathological partial response (pPR, in blue). Expression of miR-
34a and miR-122 was determined by RT-qPCR in 25 breast cancer
patients before (NAI) and after (D-8) NAC. Expression was
normalized to the mean Ct of the 50 most highly expressed
miRNAs. Comparisons between pCR and pPR patients were
calculated using the Mann-Whitney test. The fold change of
circulating miR-34a (A) and miR-122 (B) was elevated in pPR
patients (n = 17) compared with pCR patients (n =8). The data are
expressed as the mean = SEM. (C and D) miR-34a expression was
significantly increased after NAC in pPR patients (n=6) compared
with pCR patients (n =5) with HER2-enriched and triple negative
breast cancers (TNBC). The data are expressed as the mean + SEM.
(E) The initial level of miR-34a expression (NAI) was similar in the
PCR and pPR subgroups. (F) Bland-Altman plot of NAC-induced
miR-34a upregulation in patients with pCR and pPR.

NAC induces miR-34a expression in tumor tissue

The 2 NAC-induced miRNAs (miR-34a and miR-122) have
been described as tumor suppressors in several cancer studies,
including studies on breast cancer (Hermeking, 2009; Wang
etal, 201 ). To determine whether the upregulation of these
circulating miRNAs correlated with increased expression in
tumor tissue, we collected initial core-needle biopsies and
corresponding tumorectomy for 7 patients with a pPR to NAC
and studied miRNA expression by RT-qPCR. A significant
increase in miR-34a expression was present in residual tumoral
tissue after NAC compared with the initial biopsy (P < 0.05,
1.9-fold change, Fig. 2C). Interestingly, decreased miR-34a
expression (0.5-fold change) was evident for the one patient
who had a poor response to NAC (ypT2N2Mx) and an early
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Fig. 4. Kinetics of circulating miR-34a and miR-122 variations during neoadjuvant chemotherapy (NAC). Expression of miR-34a and miR-122
was determined by RT-qPCR in 25 NAC-treated patients at 4 time points and in 20 women without a history of cancer. Expression was

normalized to the mean Ct of miR-484, miR-652, and cel-miR-39. Comparisons between the

itial and subsequent time points were

calculated using the Wilcoxon matched-pairs signed rank and Mann-Whitney tests. (A) Blood samples were drawn from NAC-treated
patients as follows: before therapy (NAI); after | or 2 cycles of anthracycline-based chemotherapy (NA2); ~1 week before surgery (D-8) and
~3 months after surgery (3M). (B) Results of the Wilcoxon matched-pairs signed rank test. Circulating miR-34a and miR-122 upregulation
after anthracycline-based chemotherapy was greater than at the end of NAC. Plasma miR-34a, (C) and miR-122 (D) levels wee highly
upregulated after anthracycline-based NAC and remained at elevated levels 3 months after surgery. Circulating miR-34a (C) and miR-122 (D)
levels were downregulated in breast cancer patients compared with healthy women (P <0.01 and P < 0.0001, respectively), and their
expression levels were similar between NAC-treated breast cancer patients and healthy women. The data are expressed as the mean + SEM.

metastatic relapse. Surprisingly, this patient presented with
upregulated circulating miR-34a levels after NAC, with a 3-fold
increase. miR-122 was weakly expressed in tumor tissues,
nearly 100-fold lower than miR-34a, and any significant
upregulation of tumoral miR-122 occurred after NAC

(Fig. 2D). No correlation could be established between the fold
change of circulating miRNAs and tumor miRNAs (Figs. 2E and
F). These data suggest a non-tumoral source of NAC-induced
miR-34a and miR-122. As miR-122 is highly expressed in the
liver, and as we did not observe increased expression in the
tumor after NAC, its plasma levels might reflect chemo-
therapy-induced liver release.

Circulating miR-34a and miR-122 levels significantly
increase after anthracycline-based chemotherapy and up
to 3 months post-surgery

Circulating miR-34a and miR- 122 expression levels were then
assessed at different time points during NAC. The mean
expression of miR-484, miR-652, and the spike-in cel-miR-39
was used to normalize expression levels, as this combination
was determined to be the most stable by GeNorm analysis
(Additional file 2).

JOURNAL OF CELLULAR PHYSIOLOGY

The plasma levels of the two selected miRNAs were
measured in 25 patients with NAC before therapy (NALI), after
| or 2 cycles of anthracycline-based chemotherapy (NA2), at
the end of NAC (D-8) and 3 months after surgery (3M). The
study sequence is shown in Figure 4A, and the results are
provided in Figure 4B and D.

The upregulation of selected miRNAs after anthracycline-
based chemotherapy was greater than at the end of NAC,
particularly for miR-34a, which had a fold change of 30. Three
months after surgery, the miRNA expression levels remain
elevated compared with the initial levels.

Circulating miR-34a and miR-122 levels are
downregulated in breast cancer patients and normalized
after treatments

miR-34a and miR-122 levels were measured in 20 age-matched
healthy women and were compared with their expression
levels in NAC-treated breast cancer patients.

Both circulating miR-34a (Fig. 4C) and miR-122 (Fig. 4D)
were initially downregulated in breast cancer patients
compared with controls (P < 0.01 for miR-34a and P < 0.0001
for miR-122). miRNA expression levels in patients returned to
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Fig. 5. Correlation between miR-34a and troponin T upregulation

during neoadjuvant chemotherapy (NAC). Pearson and Spearman
correlations showed a positive association between the fold change
(NAI vs. NA2) of miR-34a and troponin T (P <0.05, r=0.4673,
n=25) in the plasma of NAC-treated patients.
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levels similar to controls 3 months after chemotherapy and
surgery.

Correlation between circulating miR-34a upregulation
and anthracycline cardiotoxicity

Recently, Boon et al. (2013) demonstrated that miR-34a plays a
role in cardiomyopathy associated with aging and stroke.
Because anthracyclines are known to be cardiotoxic drugs
(Floyd et al., 2005), we measured plasma troponin T levels in
the same patients (n =25, NAI and NA2) to determine
whether there was a correlation between increased miR-34a
expression and this cardiotoxicity. No patients had a history of
heart or renal failure or myocardial infarction. The Pearson and
Spearman correlation test showed a positive association
between the fold change of miR-34a expression and troponin T
levels (P < 0.05, r = 0.4673), suggesting that miR-34a may play a
role in anthracycline cardiotoxicity (Fig. 5).

Tumor presence is primordial for the increase in
circulating miR-34a and miR-122 expression during
chemotherapy

The two selected miRNAs were also studied in 22 patients with
AC to determine the influence of the tumor presence on
miRNA upregulation during chemotherapy.

miRNA expression was determined D-8 before surgery and
3M after surgery, which corresponds to the end of
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Fig. 6. Kinetics of circulating miR-34a and miR-122 variations during adjuvant chemotherapy (AC). The expression of miR-34a and miR-122
was determined at two time points by RT-qPCR in 22 AC-treated patients. Expression was normalized to the mean Ct of miR-484, miR-652,
and cel-miR-39. Comparisons between the initial and subsequent time points were calculated using the Wilcoxon matched-pairs signed rank
test. (A) Blood samples were collected from AC-treated patients as follows: ~ | week before surgery (D-8) and ~3 months after surgery (3M),
which corresponded to the end of anthracycline-based chemotherapy. (B) Results of the Wilcoxon matched-pairs signed rank test. (C) Plasma
miR-34a levels increased after antracycline-based AC but lesser than with NAC (P < 0.001). The data are expressed as the mean + SEM. (D)
Nonsignificant upregulation of miR-122 expression was found after AC. The data are expressed as the mean = SEM.
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anthracycline-based treatment. The study sequence is shown in
Fig. 6A, and the results are summarized in Figs. 6B-D.

miR-34a expression significantly increased by 9 fold after
anthracycline-based AC, which corresponded to
approximately one-third of the increase after NAC. miR-122
was not significantly modulated after AC.

These results suggest that the presence of the tumor is
important for increasing these two miRNAs during
chemotherapy and that miR-34a expression is highly sensitive
to the effects of anthracycline-like agents.

The expression of the two selected miRNAs was also
measured in the plasma of 12 patients with primary breast
cancer treated only by surgery without chemotherapy to
determine whether the increased miR-34a levels in patients
with AC related to tumor removal. miRNA expression was
measured before D-8 and 3M after surgery. No significant
variations were evident (Additional file 4).

Discussion

This study is the first reported investigation that describes
alterations in circulating miRNA expression after NAC in
breast cancer patients. Twenty-five circulating miRNAs were
significantly deregulated after NAC. Our results reveal that
two miRNAs with anti-oncogenic functions, miR-34a and miR-
122, were highly increased in response to NAC.

The source of these chemotherapy-induced miRNAs is not
known, and in our experimental settings, they appeared to arise
from multiple origins. The tumor itself is a known source of
circulating miRNAs. In vitro experiments have notably
demonstrated that several tumor cell lines exposed to
cytotoxic agents or ionizing radiation re-expressed miR-34a
(Tazawa et al., 2007; Ghawanmeh et al., 2010; Chiyomaru
et al,, 2012; John-Aryankalayil et al., 2012; Stankevicins
etal,, 2013; Wang et al,, 2013). Our team also observed miR-
34a overexpression in breast tumor tissues after the NAC.
However, the tumor cannot be the only source of chemo-
therapy-induced miRNA expression for the following reasons:
(i) miR-122 was not significantly elevated in breast tumor after
NAG; (i) no correlation between plasma and tumor miRNA
upregulation was evident; and (jii) circulating miR-34a was
upregulated after tumor removal under the effect of AC. The
two miRNAs we studied are also broadly expressed in normal
tissues (Hsu et al., 2007), which could contribute to the release
of miRNAs in response to chemotherapy. The most abundant
liver-specific miRNA (Hu et al., 2012a), miR-122, might be
induced by NAC because of the hepatotoxicity of chemo-
therapy; however, we failed to show any correlation between
its expression and detectable hepatic damage (data not shown).

The tumor suppressor p53 is known to promote either
growth arrest and apoptosis, depending on DNA damage
(Boominathan, 2010). A number of miRNAs are involved in the
p53 pathway, particularly miR-34a and miR-122, which are
directly induced by p53 to exert anti-tumor functions (He
et al,, 2007; Manfe et al., 2012). This feature might explain the
significant upregulation observed after anthracyclines, which
cause DNA breaks and p53 activation (Lowe et al., 1994).
Indeed, cancer cell lines treated with anthracyclines showed a
p53-dependent increase in miR-34a expression (Tazawa
et al,, 2007; Wang et al., 2013). However, no correlation was
observed between miR-34a downregulation in breast cancer
and the presence of p53 mutations (Javeri et al., 2013).
Moreover, miR-34a is also induced by chemotherapy in a p53-
independent manner, e.g., platinum-based chemotherapy
induced epigenetic activation of miR-34a by demethylating its
promoter in bladder cancer cells (Li et al., 2013).

miR-34a and miR-122 are predominantly tumor
suppressors. To slow tumor progression, they target many
oncogenes, such as Bcl-2, N-Myc, and E2F3 for miR-34a
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(Hermeking, 2009) and the PI3K/Akt pathway for miR-122
(Manfe et al., 2012). These miRNAs are downregulated in
tumors compared with normal adjacent tissues (Peurala

et al, 2011; Wang et al., 201 I; Javeri et al., 2013) and in the
plasma of breast cancer patients compared with healthy
women. miR-34a downregulation was observed only in the
tumor of a patient with a poor response to NAC, and early
metastatic relapse correlated with its tumor suppressive role.
Moreover, we suggest that the NAC-induced circulating
miRNAs might be involved in the anti-tumor effects of
chemotherapy. In fact, some studies have proposed a biological
function for circulating miRNAs, illustrating their intercellular
communication properties (Mathivanan et al., 2010; Turchi-
novich et al., 2013). Li et al. (2012) have perfused liposomal
nanoparticles containing miR-34a in a mouse model of breast
cancer and showed significantly decreased tumor growth and
prolonged survival, proving the systemic anti-tumor activity of
miR-34a. In this context, high levels of circulating tumor
suppressor miRNAs might help prevent metastatic relapse.

Boon et al. (2013) demonstrated that miR-34a is involved in
fibrosis and cell death following aging and acute myocardial
infarction by inhibiting PNUTS (PPPIR10), which normally
inhibits telomere shortening and apoptosis in cardiomyocytes.
Anthracyclines, which induce high miR-34a expression in
neoadjuvant and adjuvant settings, are known to produce
short- and long-term cardiotoxicity; however, the exact
mechanism of this toxicity has not been elucidated (Floyd
et al., 2005). These preliminary results may implicate miR-34a
in the cardiotoxicity of anthracyclines. Futhermore, clinical
studies are required to determine whether circulating miRNAs
could be biomarkers of drug-induced cardiotoxicity.

Finally, the importance of selecting appropriate endogenous
controls to obtain reproducible results is of great interest. The
GeNorm analysis performed to select the best circulating
miRNAs for normalization revealed miR-484 as the most stable
miRNA in NAC-treated patients. This result confirms that
miR-484 is a candidate endogenous control for plasma miRNA
detection in breast cancer, as previously proposed by two
different groups (Hu et al., 2012b; Dvinge et al., 201 3).

Conclusions

In conclusion, this study is the first to highlight the effects of
NAC on circulating miRNAs. NAC significantly increased miR-
34a expression, which might play a key role in its anti-tumor
effects, as well as the expression of the tumor suppressor miR-
122. Our results also revealed a heterogeneous biological
response to NAC. In this context, chemotherapy-induced miR-
34a and miR-122 may serve useful purposes. First, they may aid
in understanding the molecular mechanisms underlying the
pathological response to NAC. Secondly, miRNAs could
potentially be predictive biomarkers of the response to NAC,
which would allow patients to benefit from personalized
medicine. Further research is nevertheless required to confirm
that circulating miRNAs are diagnostic, prognostic, and
predictive biomarkers in breast cancer patients.
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3. Variations de biomarqueurs cardiaques durant et
apres la chimiothérapie néoadjuvante pour le
cancer du sein

L’'importante élévation du miR-34a plasmatique sous l'effet des
anthracyclines, et sa corrélation positive avec l'augmentation des
troponines, nous a poussé a explorer davantage I'évolution de différents
biomarqueurs cardiaques durant et apres la NAC, compte tenu de sa
cardiotoxicité potentielle.

Dans cette partie du projet, nous avons mesuré, dans le plasma de
45 patientes (Tableau 1), le niveau des cTnT, les NT-proBNP, le sST2 et
10 miARN circulants. Les miARN circulants, en plus du miR-34a, avaient
été seélectionnés sur base de données bibliographiques et de leur
implication potentielle dans la cardiopathie ischémique ou la CHF. Les
biomarqueurs ont été mesurés a 4 temps : avant la NAC (NA1), apres 1
ou 2 cycles d’anthracyclines (NA2), a la fin de la NAC (D-8) et 3 mois
apres la chirurgie mammaire (3M) (Figure 1).

Une élévation significative des cTnT et des NT-proBNP a été notée
sous l'effet de la NAC, mais également une majoration du sST2 et de 4
miARN circulants (miR-126-3p, miR-199a-3p, miR-423-5p, miR-34a-5p)
(Figures 2 et 3). De maniere intéressante, dans la littérature, 3 de ces 4
miARN (miR-126-3p, miR-199a-3p, miR-423-5p) étaient associés au
diagnostic et/ou a la physiopathologie de la CHF. Par rapport aux cTnT et
aux NT-proBNP, le sST2 et les 4 miARNs augmentaient plus précocement
et chez un plus grand nombre de patientes (Tableau 2).

Aucune corrélation n’a pu étre identifiée dans I’évolution des
différents biomarqueurs, suggérant que ces molécules pourraient
apporter des informations distinctes et complémentaires sur l'effet
cardiaque de la chimiothérapie.

Toutes les patientes avaient une FEVG normale avant de débuter
la NAC. Une diminution significative de celle-ci a été notée chez 7
patientes durant ou apres la chimiothérapie. Parmi les 7 patientes, une
seule a finalement développé une CHF. L’augmentation du miR-423-5p
était significativement plus importante directement apreés les
anthracyclines (NA2) chez les patientes qui ont finalement présenté une
diminution de leur FEVG (Figure 4).
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Dans la cohorte, 17 patientes étaient porteuses d’'un cancer du
sein HER2+ et ont donc bénéficié d'un traitement ciblé (Trastuzumab)
durant la NAC. Connaissant la toxicité cardiaque potentielle du
Trastuzumab, nous avons comparé I'évolution des biomarqueurs chez
les patientes HER2+ et HER2-. Nous n’avons cependant observé aucune
différence significative dans les variations des biomarqueurs entre ces 2
groupes de patientes.

En conclusion, nous avons identifié le sST2 et 3 miARN circulants
potentiellement intéressants pour prédire une toxicité cardiaque liée aux
anthracyclines. Pour arriver a des conclusions définitives, nous devons
cependant disposer d'une cohorte plus large avec un suivi prolongé.
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Abstract

Over time, the chance of cure after the diagnosis of breast cancer has been
increasing, as a consequence of earlier diagnosis, improved diagnostic
procedures and more effective treatment options. However, oncologists are
concerned by the risk of long term treatment side effects, including
congestive heart failure (CHF). In this study, we evaluated innovative
circulating cardiac biomarkers during and after anthracycline-based
neoadjuvant chemotherapy (NAC) in breast cancer patients. Levels of
cardiac-specific troponins T (cTnT), N-terminal natriuretic peptides (NT-
proBNP), soluble ST2 (sST2) and 10 circulating microRNAs (miRNAs) were

measured. Under chemotherapy, we observed an elevation of ¢cTnT and NT-
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proBNP levels, but also the upregulation of sST2 and of 4 CHF-related
miRNAs (miR-126-3p, miR-199a-3p, miR-423-5p, miR-34a-5p). The
elevations of c¢TnT, NT-proBNP, sST2 and CHF-related miRNAs were
poorly correlated, suggesting that these molecules could provide different
information. Further studies and long-term follow-up are needed in order to
evaluate if these new markers may help to predict chemotherapy-related
cardiac dysfunction (CRCD) and to identify the patients at risk to later
develop CHF.

Key words: biomarkers, cardiotoxicity, chemotherapy, soluble ST2,
microRNAs

Introduction

The cancer burden is a worldwide major public health problem. Fortunately,
the outcome, including the cancer death rate, can be improved by earlier
diagnosis and better treatment'.

Because more patients are cured, the attention is now focusing on quality of
life and long-term outcome of cancer survivors. Cardiovascular disease is the
leading cause of late mortality among survivors of childhood and adolescent
cancer. The risk of cardiovascular death is higher than the actual risk of
cancer recurrence in many adult cancer patients in complete remission.
Cancer survivors have a ten-fold higher mortality than the general

population, with a fifteen-fold increased risk of developing a congestive heart
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failure (CHF) and a ten-fold increased risk of coronary artery disease™.
These patients also have a higher risk of atherosclerosis, hypertension,
pericardial disease, valvular heart disease and dyslipidemia™. The higher
cardiovascular death rate in cancer survivors is secondary to a combination of
cancer treatment-related risk effects (ionizing irradiation, cytotoxic and
targeted agents), familiar risk factors and health behavior. Consequently,
cancer survivors need appropriate surveillance in order to early detect long-
term side effects of cancer therapy, allowing appropriate treatment before the
toxicity becomes irreversible™.

In this respect, easily accessible circulating biomarkers could be seen as
highly valuable diagnostic tools for early detection of cardiotoxicity related
to cancer treatments.

The cardiac-specific isoenzymes of troponins T and I (cTnT, c¢Tnl) are
released into the blood when cardiomyocytes are damaged. Troponin levels
rapidly increase after chemotherapy and might predict late cardiac events’.
However, troponins release is related to lysis of myocardial cells, which may
be initially absent in case of type II heart damage chemotherapy. In addition,
their half-life is relatively short (2 hours)’, requiring the collection of
multiple blood samples during the treatment, which is hardly feasible during

outpatient’s treatments.
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N-terminal brain natriuretic peptides (NT-proBNP) are released by left
ventricular cardiomyocytes in response to wall stress. This biomarker has
well-established clinical utility in CHF. NT-proBNP elevation during
chemotherapy in breast cancer patients has been related to asymptomatic

decline in left ventricular ejection fraction (LVEF)*"!

. Nevertheless, studies
evaluating the predictive role of NT-proBNP in the detection of
chemotherapy-related cardiac dysfunction (CRCD) gave conflicting results
and the threshold of positive tests has not been determined yet'>".

Soluble ST2 (sST2), a member of the interleukin-1 receptor family, is a more
recently discovered biomarker of cardiovascular stress. Two studies have
demonstrated that high levels of sST2 may be a strong predictor of

cardiovascular death in CHF patients'*"

. Furthermore, sST2 has a higher
discrimination power than NT-proBNP in CHF patients'®, and in community-
based populations free of cardiovascular disease'’.

MicroRNAs (miRNAs) are approximately 22-nucleotide long RNAs that
regulate gene expression by binding to and consequently silencing target
messenger RNAs. They are involved in multiple biological processes
including cell proliferation, differentiation and apoptosis. All cell types

release miRNAs in peripheral blood under both normal and pathological

conditions. Therefore, circulating miRNAs are promising biomarkers for the
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early and minimally invasive diagnosis of cancer and its treatment-related
cellular toxicity'®>*.

The use of anthracyclines in the treatment of breast cancer is limited by dose-
dependent cardiotoxicity, which eventually may lead to CHF. The aim of the
present study is to evaluate the variations of innovative biomarkers during
and after anthracycline-containing chemotherapy. Plasma levels of c¢TnT,
NT-proBNP, sST2 and 10 selected miRNAs were measured in a total of 45
breast cancer patients receiving anthracyclines as part of their neoadjuvant
chemotherapy (NAC). The neoadjuvant setting was selected because patients
were treatment-naive, so that markers levels were not modified by other
therapies such as surgery or radiotherapy.

Methods

Population

Ethics approval was obtained from the local Institutional Review Board and
the Ethic Committee (Ethical Committee of the Faculty of Medicine of the
University of Lieége). This prospective study was performed in compliance
with the Declaration of Helsinki. Patients with treatment-naive primary breast
cancer (n = 45, median age = 49 years, range = 26 - 78 years) were recruited

prospectively at CHU of Liege (Li¢ge, Belgium) from 7/2011 to 9/2014. All

patients signed a written informed consent form. Biomarker results were not
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communicated to the treating physicians and consequently did not lead to any

change in treatment. Patients and tumor characteristics are summarized in

Table 1.
Characteristics Primary breast cancer patients
(n=45)
Median age (range) (y) 49 (26-78)
Estrogen receptor [n (%)] 29 (64)
Progesterone receptor [n (%)] 26 (58)
HER?2 [n (%)] 17 (38)
Ki67 (median = SD) (%) 30 £24
Initial T staging [n (%)]
NA O
1 409
2 23(5D
3 7(1l6)
4 1124
Lymph node involvement [n (%)] 33 (73)
Tumor node metastasis (TNM) stage [n (%)]
NA O
1 0
2 26(59)
3 1942
Scarff-Bloom-Richardson grading system [n (%)]
NA O
1 0
2 19(42)
3 26(59)
Histologic subtype [n (%)]
NA O
IDC 42 (93)
ILC 3(7)
Others 0
Lymphovascular invasion [n (%)] 9 (20)

Cardiovascular risk factors [n (%)]
Smoking 12 (27)
Type 2 diabetes 4 (9)
High blood pressure 9 (20)
Obesity 7 (16)
Dyslipidemia 21 (47)
Chronic kidney disease 2 (4)
Left ventricular ejection fraction (median + SD) (%)
Before chemotherapy 64+ 11
After chemotherapy 60+ 29

Table 1. Characteristics of patients and tumors (NA = not assessed, IDC =

invasive ductal carcinoma, ILC = invasive lobular carcinoma).
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Chemotherapy treatment

All patients received NAC consisting in the sequential use of 4 courses of
alkylating  (cyclophosphamide) and anthracycline-based (epirubicin)
chemotherapy followed by 9 to 12 weeks of tubulin-binding agent
(paclitaxel) based chemotherapy. Seventeen patients suffering from HER2
amplified breast cancer received, in addition, targeted therapy (trastuzumab
or lapatinib) administered concomitantly with tubulin-binding agents.

Plasma collection

Blood samples were drawn at baseline before NAC (NAL1), after 2 cycles of
anthracycline-containing chemotherapy (NA2), at the end of the
chemotherapy 8 days before surgery (D8) and 3 months after the surgery
(3M), as shown in Figure 1. Plasma was collected in 9 ml EDTA tubes, was
prepared within 1 hour by retaining supernatant after double centrifugation at

4°C (10 min at 815 g and 10 min at 2500 g) and was stored at -80°C.
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NA2

Taxanes + HER2-
‘L targeted therapy Surgery

T Anthracyclines T T

NA1 D8 3M

Figure 1. Blood samples were drawn at baseline before neoadjuvant
chemotherapy (NA1), after 2 cycles of anthracycline-containing
chemotherapy (NAZ2), at the end of the chemotherapy 8 days before
surgery (D8) and 3 months after the surgery (3M).

Plasma concentration of cardiac-specific troponins T, N-terminal brain
natriuretic peptides and soluble ST2

cTnT and NT-proBNP were assessed in plasma with highly sensitive third-
generation quantitative test (electrochemoluminescence method ECLIA,
Roche Diagnostics, Belgium), as recommended by the manufacturer.
Detection limit was 14 pg/L for cTnT and 400 ng/mL for NT-proBNP.

The concentrations of sST2 in the plasma were measured using a IL-1
R4/ST2 enzyme-linked immunosorbent assay (R&D Systems, United
Kingdom), with a mean minimal detectable dose of 5.1 pg/ml. The inter- and

intra-assay variation was 6% and 5%, respectively.
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Selection, extraction and qRT-PCR of microRNAs

Based on previous publications, potentially interesting miRNAs in the
context of the CRCD were selected. Three groups of miRNAs were
determined: i) Acute myocardial infarction (AMI)-related miRNAs, including
miR-1, miR-133a, miR-133b and miR—499-5p25; ii) CHF-related miRNAs,
including miR-208a, miR-208b, miR-126-3p, miR-199a-3p and miR-423-
5p*®?%; and iii) miR-34a-5p, which is highly upregulated after anthracycline
treatment™ and correlated with cardiac aging and function®”.

Essential MIQE (Minimum Information for Publication of Quantitative Real-
Time PCR Experiments) guidelines were followed during specimen
preparation’’.

Circulating miRNAs were purified from 100 ul of plasma with the miRNeasy
mini kit (Qiagen, Germany) according to the manufacturer’s instructions. The
standard protocol was adapted on the basis of Kroh’s recommendations’".
MS2 (Roche, Belgium) was added to the samples as a carrier, cel-miR-39 and
cel-miR-238 were added as spike-ins. RNA was eluted in 50 pl of RNase-free
water at the end of the procedure.

Reverse transcription was performed using the miRCURY LNA™ Universal
RT microRNA PCR, polyadenylation and cDNA synthesis kit (Exiqon,
Denmark). Quantitative PCR was performed according to the manufacturer’s

instructions on custom panels with the 10 selected miRNAs (Pick-&-Mix
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microRNA PCR Panels, Exiqon). Controls included the reference genes
described in the text, inter-plate calibrators in triplicate (Sp3) and negative
controls.

All PCR reactions were performed on a LightCycler 480 Real-Time PCR
System (Roche, Belgium). miRNAs were considered for analysis with a
quantification cycle (Cq) value < 36.

Data analysis

Analyses were conducted using the 2“4 method (ACq = CQume — Cumnesene)
for each sample to obtain a normalized expression value of the miRNAs*>.
Data were then normalized using the ACq method as recommended by
Mestdagh et al.”®. The mean Cq of the 3 most stable miRNAs across NAC-
treated patients (miR-484, miR-652 and miR-148b according GeNorm
analysis of previous published data)*® was used as reference genes in addition
to the cel-miR-39 spike-in.

Statistical analyses were performed with the GraphPad Prism software,
version 6.00 (GraphPad Software, USA) (www.graphpad.com/scientific-
software/prism/). The normal distribution of values was evaluated with the
D’Agostino-Pearson omnibus and Shapiro-Wilk tests. To compare marker
levels, Student’s t-test (two-tailed) and non-parametric two-sided Wilcoxon
or Mann-Whitney U tests were used. Correlations between continuous

variables were assessed with the Spearman test. Statistical significance was
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established as p < 0.05 (*), p < 0.01 (**), p < 0.001 (***) or p < 0.0001
Results

Neoadjuvant chemotherapy induces high plasma level expression of
cardiac-specific troponins T, N-terminal brain natriuretic peptides and
soluble ST2

cTnT were initially undetectable in most patients, with a median level under
the detection limit at baseline (NA1 time point). Their levels were then
increased with a 1.3-fold at NA2 (p < 0.0001), a 2-fold at D8 (p < 0.0001)
and a 1.2-fold at 3M (p < 0.01). An elevation in c¢TnT levels was
demonstrated in 42% of patients at NA2, 73% at D8 and 47% at 3M (Figure
2, Table 2, Additional file 1).

NT-proBNP were found to be 1.4-fold elevated at NA2, 1.8-fold elevated at
D8 and 1.6-fold elevated at 3M (p < 0.01 for each time point). The
concentrations of NT-proBNP were increased in 58% of patients at NA2 and
60% of patients at D8 and 3M (Figure 2, Table 2, Additional file 1).

sST2 levels were increased by 1.4-fold in 64% of patients at NA2 (p <
0.001), by 1.6-fold in 87% of patients at D8 (p < 0.0001) and by 1.3-fold in

69% of patients at 3M (p < 0.001) (Figure 2, Table 2, Additional file 1).
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Figure 2. Cardiac-specific troponins T
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Time points c¢InT | NT-proBNP | sST2 | miR-126-3p | miR-199a-3p | miR-423-5p | miR-34a-5p
NA2 42% 58% 64% 76% 64% 78% 98%
D8 73% 60% 87% - - 78% 89%
M 47% 60% 69% 71% - 73% 89%

Table 2. Percentage of significant increase in markers levels at each time point of

the chemotherapy treatment.

84



Résultats

miR-199a-3p miR-423-5p

2.0+ 2.0+
c c
2 ]
(7] (7]
»n »n *kkk
g g- *kkk
5 1.5+ 5 1.5+ .
[ [
2 - £
[ /}\H 3

1.0 ¢ T T é| 1.0 ) g T T @I

N Q3 G N Q2 O
e?' é?' Q i) é?’ é?’ Q i)
miR-126-3p miR-34a-5p

2.0 30+
c c
2 )
g 2 20+
o 2
=3 =y
0 1.5- m *kkk
S - 2 1
: /[\;S/Y :
w w *kkk
14 [+

1.0 ¥ T T @I 0 T T T él

N SV () N 3 ()
e?’ e?’ Q ) é?‘ é?’ Q )

Figure 3. The relative level of microRNAs (mean fold change) during the
neoadjuvant chemotherapy (NAC) in breast cancer patients. Plasma levels of
microRNAs were determined by RT-qPCR in the plasma of 45 NAC-treated
patients. Comparisons between the initial and subsequent time points were

calculated using the Wilcoxon tests.
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Cardiac heart failure-related microRNAs plasma levels significantly
increase after neoadjuvant chemotherapy

None of the AMI-related miRNAs (miR-1, miR-133a, miR-133b, miR-499-
5p) were significantly deregulated during and after the NAC.

Significant increases were found regarding the levels of CHF-related
miRNAs. The concentrations of miR-126-3p were elevated by 1.3-fold in
76% of patients at NA2 (p < 0.0001) and in 71% of patients at 3M. This
miRNA was not significantly deregulated at D8 (p > 0.05). miR-199a-3p
levels were found elevated by 1.2-fold in 64% of patients at NA2 (p < 0.01)
but were not modified at D8 and 3M time points. miR-423-5p levels were
increased by 1.6-fold in 78% of patients at NA2 (p < 0.0001), by 1.5-fold in
78% of patients at D8 (p < 0.0001) and by 1.3-fold in 73% of patients at 3M
(p < 0.01). On the other side, miR-208a and miR-208b levels were not
deregulated during the NAC (Figure 3, Table 2, Additional file 1).

Finally, miR-34a-5p was confirmed to be sensitive to anthracycline-based
chemotherapy with a 24.3-fold increase at NA2 in 98% of patients. miR-34a-
5p levels were also increased by 9-fold at D8 and 4.1-fold at 3M, in 89% of
patients. The increase of miR-34a-5p was highly significant at each time

point (p <0.0001) (Figure 3, Table 2, Additional file 1).
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Correlations between cardiac biomarkers and miRNAs

Relationships between changes in the plasma levels of the biomarkers were
evaluated (see Additional file 2 for the statistical analyses). The elevation of
cTnT was significantly correlated with that of NT-proBNP (p < 0.01, r =
0.46) and sST2 (p < 0.001, r = 0.48) at D8. No correlation was found between
the elevation of NT-proBNP and sST2. The only correlation observed
between miRNAs and the other biomarkers concerns the increase of cTnT
and miR-199a-3p at D8 (p < 0.05, r = 0.31), and the rise of sST2 that is
inversely correlated with that of miR-423-5p at 3M (p < 0.05, r = -0.29).
Correlations between biomarkers variations and clinical data

All patients had normal LVEF before starting chemotherapy. A significant
decline in LVEF, defined as > 10% decline from baseline to < 55%, has
been noted in 7 patients (16% of the cohort), on average 20 months after the
initial ultrasound. Of these 7 patients, 6 had HER2-positive breast cancer and
degraded their LVEF during or after anti-HER2 treatment. One of these
patients finally developed a CHF, with an LVEF evaluated at 33%, while she
was still under adjuvant anti-HER2 treatment.

Biomarkers variations were compared between the 2 groups of patients
(normal vs. decreased LVEF). No significant differences for ¢TnT, NT-
proBNP and sST2 were found. However, the patient who developed a CHF

had higher-than-average values for these 3 markers, particularly at the end of
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chemotherapy for sST2 (D-8 time point, 3.64 vs. 1.53 pg/mL, SD = 0.84) and
3 month after surgery for NT-proBNP (3M time point, 6.54 vs. 1.55 ng/mL,
SD = 1.14). For miRNAs, the elevation of miR-423-5p directly after
anthracyclines (NA2 time point) was significantly greater in patients with
decreased LVEF (p = 0.045, 1.28-fold, Figure 4). The patient who developed
a CRCD also had a higher elevation of miR-423-5p than the mean of other

patients (2.39 vs. 1.54-fold, SD = 0.65).

miR-423-5p elevation after anthracyclines
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Figure 4. Comparison of circulating miR-423-5p elevation directly after
anthracyclines between patients with (n = 7) or without (n = 38) LVEF decline.
Expression was determined by RT-qPCR at NA1l and NA2Z time points.
Comparisons between the 2 groups were calculated using the Mann-Whitney U

test. The data are expressed as the mean + SEM.
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HER2-targeted therapies do not modify cardiac biomarkers plasma
levels

In our cohort, 17 patients with HER2-positive breast cancer received HER2-
targeted therapy during the neoadjuvant setting (trastuzumab or lapatinib).
HER2-targeted therapies are associated with a modest risk of reversible
cardiotoxicity, which is typically observed as an asymptomatic decrease in
left ventricular function®™. We did not observe any difference in biomarker
modifications in these patients as compared with HER2-negative patients
(see Additional file 2).

Discussion

cTnT and NT-proBNP are both important biomarkers in heart diseases. Our
study finds a significant increase in these biomarkers at the end of the NAC
for breast cancer, and potentially identifies a group of patients at risk of
CRCD.

Compared with ¢TnT and NT-proBNP, sST2 levels increase in a higher
percentage of patients directly after anthracyclines-based chemotherapy
(NA2 time point). As sST2 is strongly associated with CHF severity and

14,15

outcome ", its blood concentration during chemotherapy may be an

important predictor of long-term CRCD. Nonetheless, sST2 lacks tissue
36,37. In

specificity and its levels could be elevated in case of breast cancer

fact, Lu et al. previously reported elevated sST2 levels in the serum of breast
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cancer patients, with a decrease after tumor surgery’’. All our patients
experienced a complete - or at least a partial - pathologic response to the
NAC, and were free of disease after 3 months. If tumor cells indeed secreted
plasma sST2, we would expect a progressive decrease in its levels as the
tumor responds or after the surgery. On the contrary, plasma levels of sST2
remain significantly higher, compared with baseline, after the chemotherapy
and even 3 months after breast surgery (D8 and 3M time points, Figure 2).
Apoptotic cancer cells could also have released plasma sST2. If this was the
case, we should detect a correlation between sST2 upregulation and tumor
response to chemotherapy, but such a correlation was not found. Based on
these results, we think that sST2 elevation is a consequence of the
chemotherapy rather than a reflection of the tumor presence and/or response.

Among selected miRNAs, we demonstrated the increase of 3 miRNAs
related to the diagnosis and prognosis of CHF: miR-126-3p, miR-199a-3p,
miR-423-5p. Vascular endothelium-enriched miR-126 has been associated
with coronary artery disease and CHF. Reduced levels were observed in the
acute phase’®**®, followed by normalization after clinical improvement™**®,
CRCD does not necessarily imply tissue ischemia'® and an increase, rather
than a decrease, of miR-126-3p concentrations was found after the
chemotherapy. As miR-126-3p is enriched in endothelial cells and promotes

blood vessels formation®, its upregulation could be a response to cellular
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stress and anti-angiogenic activity of the chemotherapy®. In the same way,
miR-199a-3p levels also decreased in acute heart failure®', while our results
have shown an elevation after chemotherapy. miR-199a-3p is largely
expressed in cardiomyocytes and its myocardial levels are upregulated in
hypertrophic hearts*’, which is sometimes observed in CRCD'®. After
myocardial infarction in mice, miR-199a promotes cardiomyocytes
regeneration and recovery of cardiac functional parameters®.
Cardiomyocytes could therefore release miR-199a-3p under the effect of the
chemotherapy to play a cardio-protective role, though this hypothesis
requires further explorations. Plasma levels of miR-423-5p were highly
increased immediately after anthracyclines (NA2 time point), especially in
patients with decreased LVEF (Figure 4). Two recent studies have unveiled
that miR-423-5p was enriched in the blood of patients suffering from CHF,
with a high diagnosis power and a significant correlation with CHF

. 27,44
prognostic markers””

. In another study, circulating miR-423-5p levels were
able to predict long-term mortality of CHF patients™. Based on these reports
and our findings, we believe that the diagnostic, prognostic and predictive
roles of miR-423-5p in CRCD should be further explored.

Circulating miR-34a-5p was also studied for multiple reasons. Boon et al.

demonstrated that miR-34a was involved in the alteration of cardiac

contractile function after AMI, by inducing telomere attrition®. Desai et al.
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evaluated miR-34a expression in myocardial tissues of mouse exposed to
increasing doses of doxorubicin. Unlike troponins, upregulation of miR-34a
was an early event inside the cardiac tissue and did not involve prior necrosis
of cardiomyocytes™. Our study indicates a strong increase in miR-34a
plasma levels immediately after anthracycline-based chemotherapy, followed
by a gradual decrease. The tumor suppressor p53 is known to promote both
growth arrest and apoptosis upon DNA damage®. miR-34a is directly
induced by p53 to exert anti-tumor functions®’. This might explain the miR-
34a upregulation observed after anthracyclines, which cause DNA breaks and
p53 activation®™. The subsequent tubulin-binding agent based chemotherapy
does not act via DNA breaks but by the disruption of microtubule function.
Plasma miR-34a increase could therefore be specific of anthracyclines
chemotherapy, explaining the gradual decrease of miR-34a levels after this
part of the treatment. The concentration of miR-34a-5p may help for the
identification of patients at risk of developing CRCD, however, the threshold
of a positive test is still unknown. One problem may be the significant
elevation in a high percentage of patients although most of them will not
develop any cardiotoxicity. Furthermore, miR-34a is broadly expressed in
normal tissues and this miRNA may thus lack specificity. The increase of
miR-34a levels after anthracyclines was not correlated with the increase of

troponins. This observation is in contradiction with our previous study that
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was performed on a smaller number of patients™, probably because of the
limited statistical power. Globally, the elevation of the other markers (¢TnT,
NT-proBNP, sST2) was poorly correlated with that of CHF-related miRNAs,
which could imply that these molecules provide distinct information about
CRCD.

Interpretation of our results is limited for several reasons. Firstly, the small
number of patients, with only one who developed a clinical CRCD, does not
allow definitive conclusions to be drawn. In addition, majority of patients
experienced an asymptomatic decline in LVEF in the context of anti-HER2
therapy, and we know that the cardiotoxicity mechanism is different from
that of anthracyclines'®. As cardiomyopathy is a late side effect of the
chemotherapy, a long-term follow-up is required. The biomarkers we
identified (sST2, miR-126-3p, miR-199a-3p, miR-423-5p and miR-34a-5p)
should therefore be studied in a larger prospective trial with regular and
prolonged cardiac monitoring. These biomarkers may be useful either as a
predictive marker of cardiotoxicity at the time of treatment or as a new tool
for the early identification of late side effects before the patients have clinical
symptoms. Importantly, appropriate treatment of CRCD may prevent

irreversible consequences if initiated early.
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Conclusion

We identified sST2, miR-126-3p, miR-199a-3p, miR-423-5p and miR-34a-5p
as innovative biomarkers for potential early and sensitive detection of the
cardiomyopathy associated with anthracycline-based breast cancer
chemotherapy.

Abbreviations

AMI = acute myocardial infarction

cTnT = cardiac-specific troponins T

CHF = congestive heart failure

CRCD = chemotherapy-related cardiac dysfunction

LVEF = Left Ventricular Ejection Fraction

MIQUE = Minimum Information for Publication of Quantitative Real-Time
PCR Experiments

miRNAs = microRNAs

NAC = neoadjuvant chemotherapy

NT-proBNP = N-terminal brain natriuretic peptides

SD = standard deviation

SEM = standard error of the mean

sST2 = soluble ST2
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1. Les miARN comme biomarqueurs

En étudiant les miARN circulants chez les patientes avec un
cancer du sein, nous avons cherché a déterminer si ceux-ci avaient le
potentiel de nous guider dans les différentes étapes de la prise en
charge : aux moments du diagnostic, de la décision thérapeutique et de la
surveillance des patientes.

Notre signature diagnostique posseéde plusieurs avantages
intéressants par rapport a une mammographie de dépistage.
Premierement, sa performance n’est pas affectée par 1'age. Elle pourrait,
des lors, s’avérer utile pour dépister des femmes jeunes et a haut risque,
pour qui éviter une irradiation est primordiale. Deuxiemement, la
sensibilité du test est plus élevée que celle de la mammographie (Pisano
et al., 2005). 1l pourrait, donc, réduire le risque de faux négatifs. Par
contre, sa spécificité est faible et la réalisation d’'une mammographie
resterait donc indispensable si les résultats de la signature devaient
évoquer un cancer du sein. Finalement, comme la performance de la
signature est indépendante du stade tumoral, son utilisation pour le
dépistage de cancer du sein débutant ne poserait pas de probleme.

Notre modele classe correctement les femmes en rémission d'un
cancer du sein et celles avec une rechute métastatique. Il constitue donc
un outil potentiel pour détecter une récidive chez des patientes
précédemment traitées pour un cancer localisé. Le miR-34a et le miR-
122 pourraient également servir pour le suivi des patientes, vu qu'’ils
sont diminués au diagnostic et retournent a des valeurs comparables a
celles des femmes saines apres les traitements. Cependant, I'impact réel
d’'une détection précoce d’'une rechute métastatique du cancer du sein
n’est pas encore démontré a I’heure actuelle (Rosselli Del Turco et al,,
1994). L'intérét des miARN circulants, comme tous les autres
biomarqueurs, pour la surveillance des patientes est donc plus
qu’incertain.

Afin d’étudier le potentiel pronostique de nos miARN, nous avons
besoin d'une observation plus longue, car seulement une faible
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proportion de nos patientes ont rechuté a ’heure actuelle. Néanmoins,
nous avons regardé si, dans la littérature, les miARN de notre signature
étaient associés au pronostic du cancer du sein. En 2015, Sahlberg a
montré qu'un taux sérique élevé de 2 de nos miARN, le miR-107 et le
miR-103, était indépendamment associé a une plus courte survie sans
progression et survie globale dans les TNBC (Sahlberg et al., 2015). Dans
une autre étude, un niveau d’expression faible du miR-148a au sein du
tissu tumoral était associé a une moins bonne survie globale, également
dans le TNBC (Xu et al,, 2016).

La prédiction de [lefficacité de la chimiothérapie pourrait
permettre de réduire sa prescription et d’éviter sa toxicité chez un
nombre notable de patientes. Nos résultats montrent que, dans les
cancers HER2+ et TNBC, une élévation importante du miR-34a circulant
durant la NAC est associée a une réponse partielle au traitement. Ces
résultats ont d’ailleurs été confirmés par une équipe indépendante, sur
une cohorte de 86 patientes (Liu et al.,, 2017). D’'un point de vue pratique,
I’évolution du miR-34a durant la NAC n’est cependant pas pertinente, car
il faut attendre la fin de la chimiothérapie pour noter une différence
significative. Il n’y aurait donc aucun impact sur la décision initiale de
débuter ou non une chimiothérapie. Nous n’avons pas encore identifié de
miARN circulants qui permettraient, des le départ ou apres 1 ou 2 cycles
d’anthracyclines, de prédire la réponse pathologique finale a la NAC.
Toutefois, pour le moment, nous disposons d’'un nombre trop limité de
patientes pour tirer des conclusions définitives.

Finalement, nous avons montré une élévation de plusieurs
biomarqueurs qui pourraient refléter la toxicité cardiaque des
anthracyclines : le sST2 et 3 miARN circulants (miR-126-3p, miR-199a-
3p, miR-423-5p). Il est déja démontré que les taux de sST2 sont corrélés
a la sévérité et au pronostic de la CHF (Weinberg et al., 2003 et Pascual-
Figal et al.,, 2009), mais les 3 miARN sont aussi associés, d'une facon ou
d’'une autre, a la CHF. Les taux du miR-126-3p et le miR-199a-3p sont
diminués dans la phase aigué de la CHF (Akat et al., 2014; Fukushima et
al, 2011 et Ovchinnikova et al., 2016), ce qui est contradictoire avec nos
résultats, montrant une élévation des miARN sous leffet des
anthracyclines. Le miR-423-5p, par contre, s’est montré plus intéressant.
Ce miARN augmentait fortement apres les anthracyclines puis diminuait
progressivement au cours du temps. De plus, son élévation apres les
anthracyclines était plus marquée chez les patientes qui ont présenté
une altération de la FEVG dans le décours des traitements. Deux études
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ont montré une élévation du miR-423-5p dans le plasma de patients
souffrant d'une CHF, avec une performance diagnostique satisfaisante
(Tijsen et al,, 2010 et Goren et al., 2012). Une autre étude montrait que le
miR-423-5p circulant permettait de prédire la mortalité a long terme liée
a la CHF (Seronde et al,, 2015). En intégrant ces données a nos résultats,
nous pensons que la valeur pronostique et prédictive du miR-423-5p
circulant dans la CRCD devrait étre davantage explorée.

Cette partie du projet est néanmoins affaiblie par le fait qu'une
seule de nos patientes a présenté une CRCD. Comme cette toxicité est
rare et tardive, il faudrait disposer d’'une large cohorte avec un suivi
cardiologique régulier, ce qui représente un défi de taille. De plus, nous
n‘avons trouvé aucune corrélation entre les biomarqueurs cardiaques
déja utilisés en routine (cTnT, NT-proBNP) et les nouveaux
biomarqueurs étudiés (sST2, miARN). La corrélation positive entre
I’élévation des cTnT et du miR-34a circulant, démontrée dans I’'Article 2,
n’a pas pu étre confirmée sur un plus grand nombre de patientes dans
I'’Article 3. Toutefois, la chimiothérapie pourrait induire les différents
biomarqueurs par des mécanismes distincts, expliquant cette absence de
corrélation significative.

Si nous voulons réellement valider, puis utiliser, les miARN
comme biomarqueurs chez nos patientes, il sera d’abord primordial
d’établir une méthode de normalisation universelle. En effet, dans le
cadre d’'une quantification relative par qPCR, la normalisation avec un
gene de référence (housekeeping gene) est indispensable afin de pouvoir
comparer les échantillons. La littérature actuelle regorge d’études sur les
miARN et leur rdole de biomarqueur dans tous les domaines de la
médecine. Pourtant, les méthodes utilisées dans ces différentes études
sont hétérogenes en terme de types d’échantillon (tissu, sang, sérum,
plasma), de leur préparation (centrifugation, conservation, extraction de
I’ARN) et, surtout, de méthodes de normalisation. Le miR-16, par
exemple, est souvent utilisé comme référence car son niveau
d’expression est élevé dans le plasma et le sérum. De plus, le miR-16 est
réputé relativement stable sur un large panel d’échantillons (Kroh et al,,
2010). Pourtant, ce miARN est principalement dérivé des érythrocytes,
et est significativement modifié en cas d’hémolyse ou d’anémie, des
conditions assez fréquentes en pratique (Leidner et al.,, 2013). De plus, le
miR-16 et le miR-103, également utilisé comme gene de référence et
censé étre stable dans différents types de tumeurs (Peltier et al., 2008),
sont impliqués dans la pathogénese du cancer du sein (Polytarchou et
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al, 2012). Leur utilisation comme genes de référence y est donc
discutable. Comme alternative, I'équipe de Mestdagh a proposé d’utiliser
le niveau d’expression de I'ensemble des miARN sur I'ensemble des
échantillons. Cette technique permet en effet de réduire la variabilité
(Mestdagh et al., 2009), mais aboutit cependant a des performances
meédiocres pour distinguer les sujets cancéreux des controles (Kodahl et
al,, 2014).

Afin d’établir une méthode de normalisation optimale, nous avons
comparé la stabilité des miARN, pris individuellement ou en
combinaison, a 'aide du programme GeNorm®. Cette analyse a montré
que la moyenne du niveau d’expression des 50 miARN les plus exprimés
constituait une référence aussi stable que la moyenne globale des
miARN. Par contre, I'utilisation d'un plus petit nombre de miARN (40, 30,
20, 10, ...) ne permettait pas de conserver une stabilité satisfaisante.
Nous avons donc utilisé la moyenne des 50 miARN les plus exprimés
comme référence pour chaque étape de notre travail, méme si cette
méthode serait difficile a appliquer en routine, pour des raisons
logistiques et financieres. En procédant de la sorte, nous avons démontré
que le miR-16 et le miR-103 circulants, souvent utilisés comme référence
dans d’autres études (cf. Introduction, section 2.e., Tableau 5), étaient
significativement diminués en cas de cancer du sein. Ces 2 miARN ne
semblent donc pas de bons candidats pour une normalisation optimale.
L’analyse a aussi révélé que le miR-484 était le plus stable de tous les
miARN circulants sur I'’ensemble des échantillons. Dans 2 études (Hu et
al, 2012 et Dvinge et al,, 2013), le miR-484 était également le miARN le
plus stable dans le tissu tumoral de plusieurs milliers de cancer du sein.
Il pourrait donc constituer un outil de normalisation intéressant pour les
prochaines recherches portant sur les miARN dans le cancer du sein.

2. L'effet de la chimiothérapie sur les miARN

Nous avons montré que la NAC modifiait un grand nombre de
miARN circulants. Il est cependant difficile de déterminer la cellule
d’origine et le mécanisme par lequel la chimiothérapie pourrait
interférer avec I'expression des miARN.

Le miR-34a et le miR-122 sont les 2 miARN dont le taux était le
plus fortement augmenté apres la NAC. La source de ces 2 miARN reste
pourtant inconnue. Sur base de nos résultats, ils semblent avoir de
multiples origines.

105



Discussion & perspectives

La tumeur elle-méme pourrait produire et/ou excréter des
miARN circulants sous l'effet de la chimiothérapie. Des études in vitro
ont en effet montré que les cellules tumorales exposées a des agents
cytotoxiques ou des radiations ionisantes ré-exprimaient le miR-34a
(Tazawa et al.,, 2007; Ghawanmeh et al,, 2011; John-Aryankalayil et al.,
2012 et Stankevicins et al, 2013). Nous avons aussi observé une
élévation du miR-34a tumoral apres la NAC, chez les patientes en
réponse partielle.

Cependant, le tissu tumoral ne peut pas étre la seule source des
miARN circulants induits par la NAC. 1l existe différentes raisons a cela :
() le miR-122 tumoral n’était pas augmenté apres la NAC; (ii) aucune
corrélation n’a été identifiée entre les variations des miARN circulants et
tumoraux et (iii) le miR-34a était majoré par l'effet de la chimiothérapie
adjuvante, apres le retrait de la tumeur. Le miR-34a et le miR-122 sont,
tous les deux, hautement exprimés dans les tissus normaux (Hsu et al,,
2008), qui pourraient aussi contribuer a la libération de miARN vu l'effet
systémique de la chimiothérapie. Le miR-122, par exemple, est le miARN
le plus abondant dans le foie (Hu et al., 2012). Nous avons recherché une
concordance entre I'élévation du miR-122 et des enzymes de cytolyse
hépatique (les transaminases) durant la chimiothérapie, mais nous
n’avons trouveé aucune corrélation significative nous permettant d’étayer
cette hypothese.

Au niveau moléculaire, I'induction du miR-34a et du miR-122 par
la chimiothérapie pourrait étre expliquée via la voie p53. Le suppresseur
de tumeur p53 est connu pour, sous l'effet de dommages de I’ADN,
promouvoir l'arrét du cycle cellulaire et I'apoptose. Plusieurs miARN
sont impliqués dans la voie du p53, y compris le miR-34a et le miR-122,
qui sont induits par celui-ci (He et al., 2007; Manfe et al.,, 2012). Ceci
expliquerait pourquoi les anthracyclines, qui provoquent des cassures
d’ADN et une activation du p53 (Lowe et al, 1994), entrainent une
augmentation aussi intense des 2 miARN (Figure 1). Il a d’ailleurs été
démontré, sur des lignées de cellules cancéreuses d’origine colique, que
les anthracyclines augmentaient le taux du miR-34a uniquement lorsque
le p53 était intact (Tazawa et al, 2007). D’'un autre cOté, aucune
corrélation n’a pu étre établie entre la diminution du miR-34a dans le
cancer du sein et la présence d'une mutation p53 (Javeri et al.,, 2013). De
plus, le miR-34a peut étre induit par la chimiothérapie indépendamment
du p53. Par exemple, dans le cancer de la vessie, les sels de platine
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entrainent une élévation du miR-34a en agissant sur la méthylation de
son promoteur plutét que via le p53 (Li et al., 2013).

[o} OH H(:_J (o] L,
CH,0 O OH O , p mmmmuu lmummm
NH, N 7/
Anthracycline DNA breaks p53 activation miRNAs upregulation

Figure 1. Mécanisme potentiel de I'induction du miR-34a et du miR-122
sous 'effet de la chimiothérapie, en particulier des anthracyclines.

3. Roles biologiques des miARN circulants

L’objectif primaire de notre projet était d'identifier des biomarqueurs
dans le cancer du sein et d’étudier leur régulation par la chimiothérapie.
Toutefois, les progrés des derniéres années nous ont montré que les
miARN circulants ne sont pas seulement des biomarqueurs, mais aussi
des acteurs de la pathologie humaine.

En dehors du miR-22* (ou miR-22-5p), les miARN de notre
signature diagnostique sont tous impliqués dans différents processus
oncogéniques. Leur niveau d’expression dans le tissu tumoral et/ou le
sang périphérique avait d’ailleurs déja été décrit comme perturbé en cas
de cancer du sein. Dans le Tableau 1, nous avons résumé, pour les 8
miARN, leurs principaux réles dans les voies oncogéniques et leur(s)
dérégulation(s) dans le cancer du sein (Janaki Ramaiah et al, 2014;
Biissing et al., 2008; Martello et al.,, 2010; Olive et al,, 2013 et Tao et al,,
2014). Nous y avons aussi ajouté les modifications du taux d’expression
plasmatique observées dans I'Article 1. Seulement 4 de nos 8 miARN
étaient dérégulés dans la méme direction entre le tissu tumoral et le
plasma. Une autre équipe avait déja démontré que les miARN modifiés
au niveau systémique ne le sont pas forcément au niveau tumoral, et vice
versa (Zhu et al,, 2014). Comme nous n’avons pas mesuré nos 8 miARN a
I'intérieur des tumeurs, la composition en miARN de notre signature ne
nous permet pas d’établir des hypotheses plausibles sur leur implication
biologique dans la cancérogénese du tissu mammaire.
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Expression dans le | Expression dans le
miARN Fonctions tissu du cancer du plasma en cas de
sein cancer du sein

let-7i-5p Régulent .la,bal.ance entre v v
la prolifération et la

let-7d-5p différenciation (stemness ¥ ¥

regulators)

miR-103a-3p | Régulentle métabolisme 0 7
lipidique et favorise

miR-107 I'instabilité génomique ) v
Empéche la tumeur

miR-148a-3p d’échapper au systeme v ()

immunitaire
Active la voie Akt/mTOR
miR-19b-3p et favorise la survie A N
cellulaire
miR-22-5p Pas de cible validée Inconnu Pas de changement
Controdle la progression
miR-16-5p dans le cycle cellulaire en v ()
ciblant les CDK

Tableau 1. Les 8 miARN de la signature diagnostique avec leurs principales fonctions et
leur(s) dérégulation(s) dans le cancer du sein (Article 1; Janaki Ramaiah et al., 2014;
Biissing et al., 2008; Martello et al.,, 2010; Olive et al.,, 2013 et Tao etal., 2014).

Suite a nos résultats dans les Articles 2 et 3, plusieurs questions
ont inévitablement émergé : a quoi peuvent servir les miARN circulants
induits par la chimiothérapie ? Sont-ils simplement libérés, comme des
débris, par les cellules nécrotiques ? Ou sont-ils activement et
spécifiquement sécrétés par les cellules sous l'action des agents
cytotoxiques afin d’obtenir un effet a distance ?

Le miR-34a et le miR-122 sont régulierement décrits comme des
miARN suppresseurs de tumeur. Afin de ralentir la progression
tumorale, ils ciblent des oncogenes, comme le Bcl-2, le N-Myc ou le E2F3
pour le miR-34a (Hermeking, 2010) et la voie PI3K/Akt pour le miR-122
(Manfe et al., 2012). Plusieurs données cliniques vont dans le sens d’'un
role anti-tumoral de ces 2 miARN. D’abord, leur niveau d’expression est
diminué dans le tissu tumoral comparé aux tissus sains (Peurala et al,,
2011; Wang et al,, 2010 et Javeri et al,, 2013), mais également dans le
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plasma de nos patientes avec un cancer du sein, comparé a celui des
femmes saines (Article 2). Ensuite, une diminution du miR-34a tumoral
durant la NAC a été observée chez la seule patiente avec une mauvaise
réponse a la chimiothérapie et une rechute métastatique précoce.

En 2012, Li et al. ont traité des souris porteuses d'un cancer du
sein avec le miR-34a encapsulé dans des nanoparticules lipidiques. Le
traitement a induit, par rapport aux contrdles, une régression
significative de la masse tumorale et une survie prolongée, prouvant
I'effet systémique du miARN (Li et al, 2012). Nous pourrions donc
imaginer que, via leur action anti-tumorale, le miR-34a et le miR-122
induits par la NAC préviennent 'apparition de métastases et participent
a I'impact bénéfique de la chimiothérapie sur I’évolution de la maladie.

Parmi les miARN circulants induits par la chimiothérapie, le miR-
503 a aussi attiré notre attention. Son taux était augmenté apres la NAC
et ce miARN était également étudié dans le laboratoire du Docteur Ingrid
Struman (GIGA-Cancer, Molecular Angiogenesis Laboratory, Université
de Liege). Son équipe a pu démontrer, in vitro, que la chimiothérapie
induisait la libération, par les cellules endothéliales, d'une importante
quantité de miR-503. Via les exosomes, le miR-503 transitait jusqu’aux
cellules tumorales pour inhiber leur prolifération et leur capacité
d’invasion (Figure 2, Bovy et al, 2015, voir Annexes, Article 7). Ce
modele, parmi d’autres (Mathivanan et al.,, 2010 et Turchinovich et al,,
2013), a contribué a l'idée que les miARN circulants ne sont pas
uniquement des biomarqueurs passifs dans le cancer du sein, mais
également des acteurs de |'effet systémique de la chimiothérapie

Chemotherapy

shse
. f'v

“miR-503*
L \aﬁ r

Exosomes o o¥
o o/ J Cyclin D2 and D3
o0 J Proliferation

/ e ® \ J Invasion
LS5

Endothelial cells Tumor cells
Figure 2. Les cellules endothéliales exposées a Ia
chimiothérapie liberent plus d’exosomes enrichis en miR-503.
Ces exosomes induisent une diminution de la prolifération et
de I'invasion tumorale en inhibant les cyclines D2 et D3 (Bovy
et al., 2015, voir Annexes, Article 7).
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Sur le plan cardiaque, les miARN induits par la chimiothérapie
jouent probablement aussi un role. Le miR-126-3p est enrichi dans les
cellules endothéliales et favorise 'angiogenése (Wang et al., 2008). Son
élévation sous l'effet de la chimiothérapie pourrait donc étre une
réponse au stress cellulaire et a l'effet anti-angiogénique de celle-ci
(Luengo-Gil et al, 2015). Le miR-199a, quant a lui, promeut la
régénération des cardiomyocytes et la récupération de la fonction
cardiaque apres un infarctus du myocarde (Eulalio et al, 2012). Les
cardiomyocytes pourraient donc le libérer afin qu'il favorise la
régénération cardiaque apres l'exposition aux anthracyclines. Enfin,
Boon et al. ont démontré que le miR-34a était impliqué dans les
altérations de la fonction cardiaque apres un infarctus du myocarde, en
provoquant un raccourcissement des télomeres dans les cardiomyocytes
(Boon et al., 2013). L’élévation du miR-34a dans les cardiomyocytes est
d’ailleurs un événement précoce suite a 'exposition aux anthracyclines
(Desai et al, 2014). Le miR-34a pourrait ainsi participer a la
pathophysiologie de la CRCD.

4. Perspectives

Concernant la signature diagnostique, celle-ci mériterait une
validation multicentrique. Néanmoins, nous aimerions pouvoir nous
affranchir du processus de normalisation, long et coliteux, avant
d’envisager la mesure des 8 miARN sur une large population. Les
nouvelles techniques de PCR, comme la ddPCR (droplet digital PCR),
pourraient nous permettre de contourner ce probleme. Cette technique
reste cependant difficilement accessible a I'heure actuelle.

Le test diagnostique a également été évalué sur une cohorte de
femmes rwandaises, comprenant des patientes atteintes d’'un cancer du
sein et des femmes saines. Via cette étude, nous aimerions déterminer si
notre signature est applicable sur une autre ethnie. Nous aimerions aussi
savoir si les miARN circulants dérégulés en cas de cancer du sein sont
différents dans une population africaine par rapport a une population
européenne.

Le recrutement des patientes bénéficiant d'une NAC se poursuit.
Nous avons, pour le moment, une centaine de patientes avec un
prélevement réalisé avant la chimiothérapie et aprés 1 ou 2 cycles
d’anthracyclines. Nous espérons, avec ces données, pouvoir dessiner une
signature prédictive de la réponse tumorale finale a la NAC. Nous
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proposons également a ces patientes un suivi cardiologique rapproché,
en collaboration avec I'’équipe de cardiologie du CHU de Liege. De cette
facon, nous espérons pouvoir détecter efficacement nos CRCD et
approfondir notre exploration des biomarqueurs cardiaques.

De par sa visée translationnelle, notre projet s’est peu investi
dans l'exploration du role biologique des miARN étudiés. Comme illustré
ci-dessus, il a cependant permis de soulever un certain nombre
d’hypotheses et de dessiner des voies de recherche futures.

Finalement, ces derniéres années nous ont apporté de
nombreuses avancées dans le domaine des biopsies liquides dans le
cancer. Par exemple, la recherche de mutations dans I'’ADN libre
circulant (cell-free DNA), comme I’étude de sa méthylation, pourrait nous
aider a mieux capturer I'hétérogénéité des tumeurs. Il serait
remarquable que, en associant les informations livrées par plusieurs

biomarqueurs circulants, nous arrivions a améliorer la valeur
diagnostique, pronostique et prédictive, de chacun d’eux.

5. Conclusion

Ce travail a fait naitre plus de questions que véritablement
apporter de réelles réponses. Il m’a cependant ouvert les yeux sur la
complexité des techniques de laboratoire et sur les difficultés de mise au
point d'un test applicable en pratique courante. Il m’a aussi permis
d’apprendre a analyser les articles de recherche avec un ceil critique.

Dans le domaine des biomarqueurs, les efforts sont notoires. Ceci
n‘empéche que la route sera encore longue avant l'identification de
biomarqueurs assez fiables pour nous guider dans la prise en charge du
cancer du sein. Misons sur l'accélération des progres scientifiques au
cours des prochaines années pour espérer que des nouvelles formes de
dépistage seront rapidement disponibles pour nos patientes.
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Annexes

LE CANCER DU SEIN «TRIPLE NEGATIF»

P. Freres (1), J. CoLLigNoN (2), C. GENNIGENS (2), I. ScaaNoL (3), A. Rorive (2), A. BArseaux (4)

P.A. Coucke (5), G. JERUSALEM (2)‘

RESUME : Le cancer du sein touche une femme sur huit
dans les pays occidentaux. Son incidence a considérablement
augmenté au cours de ces deux derniéres décennies mais, en
méme temps, le niveau de mortalité spécifique est resté stable
et a méme diminué en Europe et aux Etats-Unis, notamment,
grice a ’apport de nouvelles armes thérapeutiques, aux chan-
gements dans ’utilisation du traitement hormonal substitutif
ala p et a un diagnostic plus précoce. Malgré cela,
le cancer du sein reste la premiére cause de décés par cancer
chez la femme de moins de 65 ans. Le cancer du sein «triple
négatif», un sous-type représentant environ 10 % des cancers
du sein, est caractérisé par I’absence de récepteurs hormonaux
aux cestrogenes et a la progestérone et I’absence d’expression
du facteur de croissance HER-2 en étude d’immunohistochi-
mie. Ce type de cancer du sein est associé a un profil clinique
défavorable avec un haut risque de rechute métastatique pré-
coce. De plus, le cancer du sein «triple négatif»> ne présente
aucune cible thérapeutique propre et son pronostic est donc
particuliérement mauvais. La définition de facteurs prédictifs
de la réponse tumorale aux différents traitements et I’apport

«TRIPLE NEGATIVE» BREAST CANCER

SUMMARY : In western countries, every woman out of eight
will develop breast cancer. Over the last two decades, the inci-
dence has considerably increased, but mortality has remained
stable and begins to decrease in Europe and the United-Sta-
tes, probably because of new therapy, changes in the use of
hormone replacement therapy in postmenopausal women and
early diagnosis. Breast cancer is still the first cause of death by
cancer in woman under 65. « Triple negative » breast cancer,
a subtype representing 10% of all breast cancers, is characte-
rised by the absence of receptors to oestrogen, progesterone
and no histochemical expression of HER-2 growth factor. This
subtype carries a poor prognosis and a high incidence of early
metastatic recurrence. Furthermore, no target therapy can be
defined up to now in this subtype. Thus, identification of new
target therapy and prediction of tumoral response to various
treatments could help in the global understanding of patients
affected by this particularly aggressive type of breast cancer.

Keyworbs : Triple negative breast cancer - Prognostic and
Predictive factors - Molecular classification - Basal-like breast

des thérapies ciblées sont deux pistes susceptibles d’améliorer cancer - Target therapy

la prise en charge et la survie des patients atteints par ce type
de cancer extrémement agressif.

Morts-cLES : Cancer du sein triple négatif - Facteurs pronostiques
et prédictifs - Classification moléculaire - Cancer du sein basal-
like - Traitements ciblés

INTRODUCTION

Le cancer du sein est une maladie hétérogéne
tant du point de vue biologique que clinique.
Cependant, les techniques d’immunohistochi-
mie ont permis au clinicien de distinguer trois
principaux types de cancer du sein : (1) ceux qui
expriment les récepteurs aux cestrogenes (70 %
des cas); (2) ceux qui expriment le facteur de
croissance HER-2 (20 % des cas); et (3) les can-
cers du sein «triple négatifs» (10 % des cas).

Plus précisément, le cancer du sein dit «triple
négatif» se trouve défini, d’une part, par I’ab-

Les études génétiques par microarrays ont
permis, quant a elles, de classer les cancers
du sein dans cinq groupes distincts. Parmi ces
groupes, le cancer du sein basal-like présente un
phénotype triple négatif de facon préférentielle,
mais non exclusive (4).

Le cancer du sein «triple négatif» ne béné-
ficie actuellement d’aucun traitement ciblé et
la seule thérapeutique systémique validée est la
chimiothérapie. Malgré 1’utilisation des sché-
mas récents de chimiothérapie, le pronostic reste
sombre (2, 4). Dans cet article, nous revoyons
les données récentes de la littérature en ce qui
concerne cette entité particulicre afin de définir
leurs implications dans la pratique clinique.

sence d’expression des récepteurs hormonaux OBSERVATIONS CLINIQUES

aux cestrogenes, a la progestérone et de HER-2

(Human Epidermal growth factor Receptor-2) Cus CLINIQUE N°]

et, d’autre part, est associé a un comportement
particulierement agressif (1-3).

(1) Etudiant, 4¢m doctorat, Université de Liége.

(2) Chef de Clinique, Service d’Oncologie Médicale,
CHU de Liege.

(8) Chef de Laboratoire, Service d’Anatomie pathologi-
que, CHU de Liege.

(4) Oncologue, Service d’Oncologie-Hématologie, CHR
de la Citadelle.

(5) Chef de Service, Service de Radiothérapie, CHU
de Liege.

Une patiente (D.C.) agée de 29 ans, est prise
en charge pour une néoplasie du sein droit dans
les suites d’un allaitement. La lésion est stadi-
fiée cT3NIMO et la microbiopsie confirme le
diagnostic de carcinome canalaire infiltrant peu
différencié (grade III de Bloom) avec emboles
lymphovasculaires. Les examens immunohisto-
logiques complémentaires démontrent 1’absence
d’expression des récepteurs hormonaux et de
HER-2. La patiente bénéficie d’une chimiothé-
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rapie néoadjuvante, a base d’anthracyclines et de
taxanes. En raison d’une reprise évolutive sous
traitement, elle subit une mastectomie radicale
avec curage axillaire, qui met en évidence un
résidu tumoral de 2 cm et 1’absence d’envahis-
sement des adénopathies axillaires prélevées.
Elle bénéficie ensuite de la poursuite d’une
chimiothérapie par anthracyclines, ainsi que
d’une radiothérapie complémentaire. Deux ans
apres le diagnostic initial, un bilan de suivi chez
la patiente asymptomatique met en évidence une
carcinomatose pulmonaire avec multiples adé-
nopathies métastatiques médiastinales et sus-
claviculaires droites.

CAS CLINIQUE N°2

Une autre patiente (J.W.), dgée de 52 ans,
bénéficie d’une prise en charge pour un can-
cer du sein droit. Elle subi une tumorectomie
avec curage axillaire. Il s’agit d’un carcinome
canalaire infiltrant de grade I selon Bloom. Le
bilan d’extension est négatif (stade pT1bNOMX).
L examen immunohistologique pour la recherche
de facteurs pronostiques et prédictifs confirme
un cancer du sein «triple négatif». A 1’époque,
la prise en charge complémentaire consiste en
une radiothérapie et une curiethérapie. Quatre
ans apres le diagnostic initial, un nouveau bilan
d’extension est réalisé en raison d’une élévation
du marqueur tumoral CA 15,3 a la prise de sang.
Le scanner thoracique démontre une vingtaine
de 1ésions nodulaires infra-centimétriques dissé-
minées dans les deux hémichamps pulmonaires
sans adénopathies médiastinales.

Ces deux patientes ont été prises en charge au
CHU de Liege dans le cadre d’un nouveau pro-
tocole thérapeutique associant un taxane et deux
inhibiteurs de 1’angiogenese, le bévacizumab
(Avastin®) et I’AMG 386. En ce qui concerne le
premier cas, nous avons obtenu une réponse par-
tielle avec 1’apparition ultérieure de métastases
cérébrales. La seconde patiente a présenté une
réponse clinique et métabolique compléte.

EPIDEMIOLOGIE

Dans les pays occidentaux, le cancer du sein
est le premier cancer de la femme en termes
d’incidence et, en Belgique, il représente 35 %
des cancers féminins. Cette maladie touche une
femme sur huit, et une femme sur vingt-cing en
meurt. A partir de 20 ans, ’incidence augmente
de fagon exponentielle, jusqu’a I’age de 60 ans.
Au diagnostic, la moyenne d’age est de 61 ans.
Cette incidence est en constante augmentation
chez la femme ménopausée, notamment suite a
un dépistage de plus en plus efficace dans nos

pays. En Belgique, alors que 7.656 cas de cancer
du sein ont été recensés en 2000, on a observé
9.405 cas en 2005 (5).

Alors que I’incidence est en augmentation, la
mortalité globale du cancer du sein a reculé dans
certains pays industrialisés (Etats-Unis, Aus-
tralie, Allemagne,...), probablement grace aux
campagnes de dépistage par mammographie et a
la performance des différentes armes thérapeu-
tiques (6).

Le cancer du sein « triple négatif » représente
quant a lui 10 a 17 % des cancers du sein (2).
Ce pourcentage dépend du seuil de positivité
des récepteurs hormonaux et de la technique de
détection de HER-2. Par exemple, une tumeur
mammaire est positive pour les récepteurs hor-
monaux si ceux-ci sont exprimés sur plus de
10% des cellules tumorales. Le role du patho-
logiste est donc primordial dans le diagnostic
de la maladie et I’identification des cibles thé-
rapeutiques. Le cancer du sein «triple négatif)»
touche plus spécifiquement les femmes jeunes
de moins de 50 ans et d’origine africaine et amé-
ricano-hispanique (7).

Dans la littérature, 57 % des femmes porteu-
ses d’un cancer du sein associ¢ a une mutation
BRCA-1 présentent une tumeur de phénotype tri-
ple négatif. Cette association n’est pas retrouvée
dans les cancers du sein associés au BRCA-2 (8)
ou, par contre, les tumeurs mammaires exprimant
les récepteurs hormonaux sont plus fréquentes.

LES FACTEURS HISTO-PRONOSTIQUES

Les différents consensus internationaux, dont
le plus récent est le consensus de St Gallen 2009
(9), ont identifié plusieurs facteurs pronostiques
dans le cancer du sein : I’age, la taille tumo-
rale, I’atteinte ganglionnaire, I’infiltration lym-
phovasculaire, le degré de différenciation selon
Bloom (grade I a I1I), la présence des récepteurs
hormonaux aux cestrogénes et a la progestérone,
et la surexpression de HER-2. Les facteurs histo-
pronostiques, en particulier I’hormonosensibilité
et le statut HER-2 de la tumeur, sont devenus les
déterminants de I’attitude thérapeutique au détri-
ment de I’ancienne classification TNM (10). Ils
permettent une approche individualisée dans le
traitement du cancer du sein en sélectionnant le
traitement le plus efficace correspondant a un
type particulier de cancer mammaire.

Ces facteurs pronostiques doivent cependant
étre affinés. En effet, le bénéfice du traitement
n’est pas le méme pour toutes les patientes et,
ce, malgré des facteurs pronostiques identiques.
A T’heure actuelle, il parait important de définir
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des facteurs prédictifs de la réponse tumorale a
un traitement donné. Cette approche est parti-
culierement développée dans le cancer du sein,
plus que dans les autres domaines de 1’oncolo-
gie, et pourrait permettre de mieux individuali-
ser les traitements. Malheureusement, il n’y a
pas encore suffisamment de facteurs prédictifs
connus pour orienter efficacement les choix thé-
rapeutiques, qui se basent, alors davantage, sur
les facteurs pronostiques (11, 12) (Tableau I).

DEFINITION DES CANCERS DU SEIN
«TRIPLE NEGATIFS»

Lanalyse immunohistochimique de ces
tumeurs est caractérisée par 1’absence d’ex-
pression des récepteurs aux cestrogénes et a la
progestérone et 1’absence de surexpression de
HER-2.

Létude d’expression génique par microarrays
(ou méthode d’amplification de 1’ADN) dans
le cancer du sein a permis d’établir une classi-
fication moléculaire qui identifie cinq profils
moléculaires distincts : les profils luminaux A
et B ou les récepteurs aux cestrogenes sont le
plus souvent exprimés; le profil normal-like, le
profil HER-2 et le profil basal-like. Ce dernier
a particuliérement attiré 1’attention car, le plus
souvent, il n’exprime ni les récepteurs hormo-
naux, ni le facteur HER-2 et présente alors un
phénotype triple négatif (4).

Le profil basal-like se définit par la présence
des cytokératines 5/6 et 14/17 (CK, molécules de
haut poids moléculaire exprimées dans les cellu-
les basales de la glande mammaire normale) et
de EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor
ou HER-1). 11 concerne 15 % des carcinomes
canalaires et présente en général un grade histo-
pronostique ¢levé. Si le profil basal-like a un
phénotype triple négatif préférentiel (56 a 80 %
des cas), il peut, cependant, exprimer faiblement
les récepteurs hormonaux ainsi que HER-2. Les
cancers du sein «triple négatifs» et basal-like ne
sont donc pas des synonymes, mais présentent de

TaBLEAU I. RESUME DES FACTEURS PRONOSTIQUES ET PREDICTIFS.

Facteurs Pronostiques Prédictifs
Atteinte ganglionnaire oui

Infiltration lymphovasculaire oui

Taille tumorale oui

Index Ki-67 oui

Age oui

Récepteurs hormonaux oui oui
HER-2 oui oui
Profil moléculaire oui oui
122

Triple négatif et Basal-like et

non Basal-like non Triple
négatif

Triple négatif

et Basal-like
10a30% 10 440 % sont
de marqueurs
-ER+ et PgR
de cellules souches *etPaR®

-HER2+

Figure 1. Comparaison entre les cancers du sein «triple négatify et
basal-like.

nombreux points communs au niveau épidémio-
logique, morphologique et clinique (2, 13-15).

Les implications pratiques de cette classifica-
tion moléculaire sont multiples : définition d’une
nouvelle taxonomie de cancer du sein, de nou-
veaux facteurs pronostiques et de facteurs pré-
dictifs de la réponse aux différents traitements
ainsi que I’identification des cibles moléculaires
permettant le développement de nouveaux trai-
tements ciblés (16) (Fig. 1).

DIAGNOSTIC DU CANCER DU SEIN
«TRIPLE NEGATIF»

IMAGERIE

A la mammographie, le cancer du sein «triple
négatif» se présente, la plupart du temps, sous
la forme d’une masse circonscrite sans micro-
calcifications et spiculations caractéristiques du
cancer du sein classique. Cette particularité évo-
que un cancer agressif, a prolifération majeure
sans carcinome canalaire in situ associé (17). La
place de I’'IRM doit encore étre définie car elle
pourrait diminuer le taux de faux négatif, mais
se heurte a un probléme de cofit dans le cadre
d’un dépistage de masse.

ANATOMOPATHOLOGIE

Sur le plan histologique, on retrouve essen-
tiellement des carcinomes canalaires de haut
grade (grade 3 de Bloom dans 66 % des cas).
Les caractéristiques tumorales sont celles d’un
cancer agressif : architecture peu différenciée,
figures mitotiques nombreuses, rapport nucléo-
cytoplasmique important, noyaux irréguliers et
hyperchromatiques. La masse tumorale refoule
les tissus voisins et présente des zones de
nécrose géographiques et souvent centrales (18).
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La taille tumorale moyenne est plus élevée dans
le groupe des cancers du sein «triple négatifs»
que dans les autres groupes (> 2 centimétres de
diametre au diagnostic dans 2/3 des cas) (1).

CLINIQUE

Au point de vue clinique, le cancer du sein «tri-
ple négatif» se caractérise par un profil de récur-
rence particulier. Le risque de rechute augmente
au cours des deux premiéres années pour atteindre
un pic apres 2-3 ans, puis diminue au cours des
cinq années suivantes. La majorité des patientes
qui ne présentent pas de récurrence apres huit ans
d’évolution sont guéries contrairement aux autres
types de cancer du sein ou le risque de récurrence
persiste méme tardivement. En cas de récidive, la
médiane de survie est de 9 mois, contre 20 mois
pour les autres types de tumeur (1), avec une
réponse moindre a la chimiothérapie.

La récidive a distance constitue la majorité des
cas, sans récidive locale préalable (1). Dans le
cancer de type basal-like, par rapport aux autres
groupes de cancer du sein, le risque de métastases
a distance est moins important au niveau des os
et du foie (15 % versus 25 % a 5 ans) alors qu’il
augmente au niveau du cerveau (15 % versus 7%
a 5 ans) et des poumons (27% versus 23 % a 5
ans) (2, 19).

Le risque de récidive locale est mal défini
puisqu’il varie selon les études publié¢es (20, 21).
On remarque tout de méme que ces récidives sont
plus précoces dans le cancer du sein «triple néga-
tif» que dans les autres types de cancer du sein.
Labsence d’expression de CK19 est associée a un
plus haut risque de récidive locale (22).

Le risque de métastases ganglionnaires est, lui
aussi, mal défini (1, 15, 20). Cependant, il n’existe
aucune corrélation entre la taille de la tumeur et
le risque d’envahissement ganglionnaire pour les
tumeurs de moins de cinq centimetres de diame-
tre. Cette caractéristique est bien connue pour le
cancer du sein associé¢ au BRCA-1 (1, 23), qui,
généralement, s’apparente au cancer du sein «tri-
ple négatifh.

PRONOSTIC

Le déces survient en majorité au cours des cinq
premiéres années (77 % des cas), particuliére-
ment, lors de I’absence de réponse pathologique
compléte (pCR) apres le traitement néoadjuvant.
La survie médiane est de 4,2 ans. Tous les décés
causés par le cancer du sein «triple négatify sur-
viennent endéans les 10 ans apres le diagnostic
(1). Le pronostic du cancer du sein «triple néga-

Probabilité de survie

1.0
0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
04
03

021{ P<0.0001 (Log-Rank test)

0.1 autre (261  1420)
" triple-négatif (62 a 180)
0.0

0123 456 7 89 10111213141516 17 18

Nombre d'année apres le diagnostic

Figure 2. Probabilité de survie dans le cancer du sein «triple négatify
comparativement aux autres types de cancers du sein (1).

tif» est péjoratif, méme pour les petites tumeurs
pT1aNO et pT1bNO (Fig. 2).

LE TRAITEMENT ACTUEL

En dehors de la chirurgie et de la radiothé-
rapie, la chimiothérapie est le seul traitement
systémique validé dans le cancer du sein «tri-
ple négatif». Etant donné leur index mitotique
élevé, ces tumeurs sont davantage chimiosen-
sibles, particuliérement aux anthracyclines et,
peut-&tre aussi, aux platines et ses dérivés (24).
Elles répondent également aux taxanes mais n’y
sont pas plus sensibles que les cancers du sein
non triple négatifs (25).

Le schéma actuellement validé est un schéma
séquentiel FEC (Fluorouracil, Epirubicine,
Cyclophosphamide)/taxane.

Malgré leur chimiosensibilité, les cancers du
sein «triple négatifs» sont de moins bon pronos-
tic en raison d’une progression rapide chez les
non-répondeurs. Aujourd’hui, les études se foca-
lisent sur les traitements ciblés afin d’augmen-
ter I’efficacité thérapeutique dans les cancers du
sein «triple négatifsy».

LE TRAITEMENT CIBLE ET SES CIBLES

INTRODUCTION

Le traitement ciblé s’attaque aux cibles molé-
culaires qui sont supposées jouer un role dans
la carcinogenése. On distingue deux grandes
catégories de thérapeutique ciblée, les anticorps
monoclonaux (Mabs) et les inhibiteurs de tyro-
sine kinase (TKis). Habituellement, ces traite-
ments donnent des taux de réponse limités en
monothérapie et sont considérés comme cyto-
statiques plutdt que cytotoxiques. L’identifi-
cation de ces nouvelles cibles thérapeutiques
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La

a profondément modifié la prise en charge du
patient atteint d’un cancer du sein.

eamiLLE EGFR

LCEGFR (Epithelial Growth Factor Receptor
ou HER-1) est un récepteur de type tyrosine
kinase (TK) surexprimé dans 66 % des cancers
du sein «triple négatifs» (2). Il existe deux types
de thérapie ciblée sur ce récepteur, les anti-
corps monoclonaux (cetuximab ou Erbitux®)
et les inhibiteurs de son activité tyrosine kinase
(gefitinib ou Iressa® et erlotinib ou Tarceva®).
Le blocage du récepteur entraine la non-activa-
tion des kinases associées, une inhibition de la
croissance cellulaire, une induction de 1’apop-
tose, une diminution des métallo-protéinases de
la matrice extracellulaire et une diminution de la
vascularisation. Le principal effet secondaire est
un rash acnéiforme (26). Ces médicaments sont
déja utilisés dans le traitement des cancers pul-
monaire, colorectal et ORL métastasés et sont a
I’étude en cancérologie mammaire et plus parti-
culierement en ce qui concerne le cancer du sein
«triple négatify.

LE c-kiT

Le c-kit est un facteur de croissance exprimé
dans 31 % des cancers du sein avec un profil
basal-like (3,26). Une étude a cependant montré
une faible incidence de mutation des génes kit
dans ces cancers (27). LCImatinib mesylate (STI
571 ou Glivec®) est un inhibiteur de ’activité
tyrosine kinase de c-kit entre autres (notamment,
la protéine Bcer-Abl impliquée dans la transfor-
mation néoplasique des leucémies myéloides
chroniques). Son activité en cancérologie mam-
maire n’a pas encore été démontrée (28).

LES INHIBITEURS DE L ANGIOGENESE

La néo-angiogenése joue un rdle important
dans la croissance tumorale. Le VEGF (Vascu-
lar Endothelial Growth Factor) est le premier
facteur contrélant la formation des vaisseaux.
I1 n’est pas surexprimé de fagon spécifique
dans le cancer du sein «triple négatifyy, mais la
vascularisation joue un role important dans la
dissémination métastatique de la maladie (29).
Le bevacizumab (Avastin®) est un anticorps
monoclonal anti-VEGF. Son taux de réponse en
monothérapie est faible, mais, associé au pacli-
taxel, il augmente significativement la survie
sans rechute (11 mois versus 6 mois) mais pas la
survie globale (30). Deux études ont récemment
confirmé le bénéfice en termes de survie sans
progression d’une association du bévacizumab
avec le docétaxel (étude AVADO) et a la capé-

La

citabine. On ne connait pas encore les facteurs
prédictifs de la réponse a ce traitement qui pos-
sede, par ailleurs, des effets secondaires de type
hypertension artérielle, hémorragie, protéinurie
et perforation digestive (31). D’autres molécu-
les, agissant sur 1’angiogenése, sont a 1’étude,
comme I’AMG 386, un inhibiteur de 1’angio-
poiétine.

CHIMIOTHERAPIE METRONOMIQUE

A faibles doses, certains médicaments de
chimiothérapie administrés sur des durées plus
longues (a I’inverse du schéma posologique
usuel: fortes doses sur de courtes périodes) sem-
blent étre efficaces tout en ne provoquant pas
d’effets indésirables importants. Cette forme de
traitement est connue sous le nom de chimio-
thérapie métronomique et différentes données
suggerent que cette approche aurait une action
inhibitrice sur I’angiogenése et ralentirait I’émer-
gence de la chimiorésistance (32). Par exemple,
le paclitaxel hebdomadaire peut jouer ce role
d’inhibiteur de 1’angiogenése.

LES INHIBITEURS PARP ET LES MECANISMES DE

REPARATION DU DNA

11 y a de plus en plus de preuves qu’il existe un
lien entre le cancer du sein «triple négatif» et le
cancer du sein lié a une mutation BRCA-1 (33).
En effet, ces deux types de cancers présentent de
nombreuses similitudes au niveau morphologique
et clinique. Le BRCA-1 joue un réle majeur dans
la réparation des cassures des doubles brins de
DNA par le mécanisme de recombinaison homo-
logue (HR). Lexpression de la protéine BRCA-1
est significativement plus faible dans les tumeurs
mammaires avec un grade histologique élevé, un
déficit d’expression des récepteurs hormonaux et
un profil basal-like (2). Ainsi, la voie BRCA-1 est
probablement dysfonctionnelle dans les cancers
du sein «triple négatifs» (33). Un mécanisme €pi-
génétique, la méthylation du geéne promoteur du
BRCA-1, pourrait étre en cause (2). Ces tumeurs
présentant une altération de la voie BRCA-1 ont
une sensibilité accrue aux sels de platine, qui
géneérent des cassures DNA, d’ou I’idée de les uti-
liser d’avantage dans le traitement du cancer du
sein «triple négatif» (34). Les cellules avec une
dysfonction de la voie BRCA-1 seraient égale-
ment sensibles aux inhibiteurs d’une enzyme, la
Poly (ADP-ribose) polymérase (PARP) (35). Cette
enzyme est activée par les cassures DNA simples
brins et permet la réparation de cette cassure uni-
que. Dans ces tumeurs BRCA-1 déficientes, la
réparation des cassures de DNA est impossible
si les deux voies de réparation PARP et HR sont
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Cyclin-dependent protein kinase
inhibitors in breast cancer treatment

P. Freres, MD', L. Lousberg, MD', G. Jerusalem, MD, PhD'-2

Dysregulation of the cell cycle is a classic hallmark of cancer. Cell cycle control by the inhibition of cyclin-
dependent protein kinases represents new options for anticancer therapy. Abemaciclib (LY2835219), ribo-
ciclib (LEEO11) and palbociclib (PD0332991) are selective oral inhibitors of CDK4/6 and are largely under

evaluation in clinical trials in the field of breast cancer. In an open-label, randomised phase Il study (PALO-
MA-1/TRIO-18 trial), the combination of palbociclib and letrozole, compared to letrozole alone, signifi-
cantly prolongs progression-free survival of patients suffering from ER positive HER2 negative advanced

breast cancer and who had not received any systemic treatment for their advanced disease. More re-
cently, it has also been shown that palbociclib combined with fulvestrant resulted in longer progression-
free survival than fulvestrant alone in patients presenting ER positive HER2 negative advanced breast

cancer and who had progression of disease during endocrine therapy. The toxicity profile of palbociclib is

manageable. The most common grade 3 or 4 adverse events include neutropenia, anaemia, thrombocy-
topenia and fatigue. Toxicity related permanent discontinuation is unusual. Additional phase Ill data eval-
uating CDK4/6 inhibitors in patients with endocrine sensitive disease or after failure of previous endocrine

therapy are expected in the very near future. Impact of CDK4/6 inhibitors on overall survival and the role

of CDK4/6 inhibitors in the adjuvant or neoadjuvant setting are under evaluation. More treatment options

are now evaluable for patients with ER positive HER2 negative advanced breast cancer. Optimal se-
quence of the available therapies remains unknown. Unfortunately, no trials have been designed to an-
swer this important question.

(Belg J Med Oncol 2016,10(4):132-138)

Introduction

Breast cancer is the first cause of death by cancer among
women in Western countries. Its incidence has contin-
uously increased in the late 1980s and 1990s. How-
ever, in the same period, mortality from breast cancer
(BC) has decreased due to early detection and improved
treatments." Incidence rates in some of these countries
including the United States, United Kingdom, France
and Australia, sharply decreased from the beginning of
the millennium.'

De novo metastatic disease is rare in Belgium. Most
times advanced breast cancer (ABC) is diagnosed dur-
ing or after prior adjuvant endocrine therapy. In general,
ABC is considered to be an incurable disease. The aim

of therapy in this setting is to transform the disease in-
to a chronic disease. Consequently, the quality of life
is a major concern.

Endocrine therapy is active and well tolerated as first-
line treatment of oestrogen receptor (ER) positive ABC.
Unfortunately, resistance to endocrine therapy will
emerge in almost all patients, requiring other treatment
approaches, including the use of chemotherapy agents.
A therapeutic option to overcome the acquired resis-
tance to endocrine therapy is therefore very attractive.

Everolimus has been approved in Europe for the treat-
ment of ER positive HER2 negative ABC in combination
with exemestane in postmenopausal women without
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Figure 1. Inhibition of the cell cycle progression by palbociclib in breast cancer cells. Heterodimer complex CDK/cyclin
D1 phosphorylates the Retinoblastoma protein (Rb). Phosphorylated Rb releases E2F, which facilitates G1 to S phase
transition. The inhibition of CDK4/6 by palbociclib can therefore prevent the progression of the breast cancer cell
through the cell cycle.

symptomatic visceral disease after recurrence or pro-
gression after a non-steroidal aromatase inhibitor (NSAI)
therapy based on the results of the Bolero-2 trial.> Me-
dian progression-free survival (PFS) in the overall pop-
ulation increased from 3.2 months in the exemestane +
placebo arm to 7.8 months in the exemestane + evero-
limus (EVE + EXE) arm.” Although the median over-
all survival (OS) increased by over four months in the
EVE + EXE arm (31.0 months versus 26.6 months), this
underpowered trial for OS evaluation failed to show a
statistically significant improvement of this important
secondary endpoint. Importantly, although EVE + EXE
is associated with more side effects compared to EXE +
placebo, EVE + EXE improves PFS without adversely
impacting health-related quality of life."

Additional treatment options are needed in order to fur-

ther postpose the use of chemotherapy in ABC. All in-
ternational guidelines indicate that, outside the context

Belgian Journal of Medical Oncology

of extensive, symptomatic visceral disease, endocrine
therapy based approaches should be preferred. In this
context, CDK4/6 inhibitors represent an additional im-
portant step forward in the treatment of ER positive
HER2 negative ABC. In this article, we will review the
mechanism of action and clinical data of CDK4/6 in-
hibitors in BC. Their current position in the treatment
strategy and the plan for future development of these
agents will also be described.

Mechanism of action

The timing of DNA synthesis divides the cycle of eu-
karyotic cells into four distinct phases. CDKs are a large
family of serine threonine kinases first discovered for
their role in controlling cell cycle progression. A key
point in the regulation of the cell cycle is the transi-
tion from G1 to S phase (G1/S phase transition), which
is under the control of CDK4/6 through a mechanism
summarised in the Figure 1. CDK4/6 forms, with cyclin
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D1, a heterodimer complex that phosphorylates the Ret-
inoblastoma protein (Rb). The phosphorylated Rb can
release and induce the expression of E2F, allowing for
the G1/S transition to proceed.’

ER positive BC frequently exhibits hyperactivation of
the CDK/cyclin D1/Rb pathway by different mecha-
nisms, such as CDK or cyclin D1 amplification, muta-
tion or loss of Rb or of endogenous CDK inhibitors (p16
or CDKN2A). Furthermore, in BC cells, growth inhi-
bition by anti-oestrogen therapy may be accomplished
by the decrease in cyclin D1 expression and activation.
On the other hand, resistance to endocrine treatment
is associated with cyclin D1 overexpression and Rb hy-
perphosphorylation. The inactivation of CDK/cyclin D1/
Rb axis is therefore an attractive target for drug develop-
ment in the subgroup of ER positive BC.>®

Palbociclib, formerly known as PD 0332991, is a highly
selective, orally administrated inhibitor of CDK4/6-cy-
clin D1 kinase activity. In preclinical models, CDK inhi-
bition is associated with decreased Rb phosphorylation,
downstream signalling, and subsequent cell cycle arrest.
The activity of PD 0332991 was highest in luminal ER
positive and in HER2-amplified cell lines as compared
with basal-like subtypes. Gene expression profiles re-
vealed that Rb and cyclin D1 overexpression, as well
as lower levels of CDKN2A (pl6), were associated with
higher response to the treatment. Moreover, the com-
bination of PD 0332991 with tamoxifen or trastuzum-
ab proved to be synergistic and, in cell lines previously
resistant to tamoxifen, PD 0332991 monotherapy was
able to re-sensitise to tamoxifen and to effectively halt
cellular proliferation.®

Clinical data

Palbociclib was initially studied in two phase I dose-
finding trials including patients with Rb-intact advanced
malignancies. The recommended dose was deemed to
be 125 mg once daily in a 3-week on, 1-week off sched-
ule. In these studies, the principal dose-limiting toxicity
was myelosuppression (neutropenia and thrombocyto-
penia), which was reversible and non-cumulative.”® Pal-
bociclib has also been evaluated in combination with
letrozole in a phase Ib study including ER positive HER2
negative ABC. The combination was generally well tol-
erated with encouraging anti-tumour activity.’
Palbociclib subsequently moved to phase II studies. The
open-label, randomised PALOMA-1/TRIO-18 trial en-
rolled two cohorts of 165 postmenopausal women with
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ER positive HER2-negative ABC who had not received
any prior systemic therapy for their advanced disease."”
Patients who received letrozole or anastrozole in the ad-
juvant setting were not eligible for the study if disease
recurrence occurred during or within twelve months
following completion of treatment. Patients were ran-
domly assigned to receive continuous letrozole (2.5 mg
daily) with or without palbociclib 125 mg, given once
daily from days 1-21, on a 28-day cycle. The prima-
ry-end point was PFS in the intention-to-treat popula-
tion. In cohort 1 (66 patients), all patients fulfilling the
general inclusion criteria were enrolled, whereas in co-
hort 2 (99 patients), they were also required to express
in the tumour one of specific biomarkers which were
candidates to identify patients with higher chances to
respond to the experimental therapy: amplification of
cyclin D1 (CCNDD), loss of pl6 (INK4A or CDKN2A),
or both. Median PFS increased from 10.2 months in the
control arm to 20.2 months in the palbociclib plus le-
trozole group. In cohort 1, median PFS increased from
5.7 months to 26.1 months whereas, in cohort 2, me-
dian PFS increased from 11.1 months to 18.1 months.
Consequently, this trial has not validated these potential
biomarkers for predicting benefits of CDK4/6 inhibitors.
More frequent grade 3—4 toxicities in the palbociclib +
letrozole group included neutropenia (54%), leucopenia
(19%) and fatigue (4%). Based on these results, palboci-
clib plus letrozole received US Food and Drug Adminis-
tration (FDA) accelerated approval as first-line therapy
for ER positive HER2 negative ABC in February 2015.

The phase I1I trial, PALOMA-3, assessed in 521 patients
the efficacy and safety of palbociclib + fulvestrant com-
pared to placebo + fulvestrant in premenopausal or
postmenopausal women with ER positive ABC that pro-
gressed during prior endocrine therapy."' Premenopaus-
al or perimenopausal women also received goserelin.
At the time of a pre-planned interim analysis (after 195
events of disease progression or death), the trial met its
primary endpoint. The median PFS was 9.2 months in
the experimental arm compared to 3.8 months in the
placebo + fulvestrant group. Improved outcome was
confirmed in the final PES analysis.'* Median PFS was
9.5 months in the fulvestrant + palbociclib group com-
pared to 4.6 months in the control group. Subgroup
analyses were generally consistent with the results ob-
served in the overall population. Neither PIK3CA status
determined in the plasma DNA nor hormone-recep-
tor expression level significantly affected treatment re-
sponse. The most common grade 3 or 4 adverse events
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in the fulvestrant + palbociclib group were neutrope-
nia (65%), anaemia (3%) and leucopenia (28%). Only
1% of patients receiving palbociclib + fulvestrant de-
veloped febrile neutropenia. Discontinuation because
of adverse effects was low (4%) in the palbociclib + ful-
vestrant group.

Clinical practice

The recommended dose of palbociclib, in combination
with continuous letrozole or fulvestrant, is 125 mg once
daily for 21 days, followed by a 7-day off period, to com-
plete a 28-day cycle. The combination is continued un-
til disease progression or unacceptable toxicity. No food
interactions have been described. Palbociclib is elimi-
nated slowly by hepatic clearance, with mean terminal
life of 26 hours. By consequence, there is a high risk of
drug interaction between palbociclib and CYP3A4 in-
hibitors such as azole antifungals, clarithromycin, pro-
tease inhibitors, verapamil and grapefruit juice. During
treatment, the monitoring of complete blood count is
required prior to initiation, every two weeks for the first
two cycles, and then prior to each cycle, or as clinically
indicated. In case of grade 4 haematological toxicities or
grade 3/4 non-hematologic toxicities, the recommended
dose reduction is to 100 mg daily. If further reduction
is required, a 75 mg daily dose is indicated. If dose re-
duction below 75 mg daily is required, treatment should
be discontinued.

The role of palbociclib in the current treatment strat-
egy of ER positive HER2 negative ABC has to be de-
fined. Endocrine monotherapy is a validated approach
as first-line therapy of ABC and allows sometimes for
long term disease control, in particular in de novo met-
astatic disease or in the case of late relapses. Median
PES improvement is important if palbociclib is added to
letrozole but no OS improvement has yet been proven.
Cost is an important factor in addition to toxicity and
is expected to impact even more in treatment decisions
in the future. The optimal sequence of validated treat-
ment options has to be determined. In particular, in
patients who previously received a NSAL it is unknown
if we should first administer everolimus or palbociclib.
Unfortunately, no ongoing clinical trials will answer
this important question as no head-to-head compari-
sons are planned. Not any of these treatment options
will cure the patients. Optimal sequence should allow
offering the longest OS at the lowest costs. Moreover,
tumour biology at time of relapse may depend on the
treatment administered. Consequently, the option giv-
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ing the longest median PFS in first-line is not necessar-
ily the best approach if thereafter the other treatments
have reduced activity because of the modified tumour
biology. Clinicians have to decide the sequential use
of these agents without being able to justify the choice
by an evidence-based approach in countries where all
treatment options are available.

Currently, in Belgium the combination of palbociclib
and fulvestrant should be considered after the failure
of prior endocrine therapy (tamoxifen or NSAID) in post-
menopausal women. Everolimus and exemestane is
another approved option after failure of NSAI in this
patient population. The choice between these two reg-
imens is up to the clinician and depends of course on
access/reimbursement criteria which are not yet known
for palbociclib in Belgium. The relative improvement in
PES benefit with palbociclib and fulvestrant in PALO-
MA-3 is similar compared to PFS benefit of everolimus
and exemestane in the BOLERO-2 trial. Better outcome
in the control arm in PALOMA-3 is either related to a
more favourable patient population and/or superior-
ity of high dose fulvestrant over exemestane. Neither
BOLERO-2 nor PALOMA-3 were able to define sub-
groups based on clinical factors or biomarkers which
benefit more in relative terms or which do not benefit
from adding the targeted therapy. OS benefit has not
yet been proven with any of these treatment options.
Safety profiles are however different. Fewer patients
permanently discontinued treatment because of side
effects in PALOMA-3 compared to BOLERO-2. How-
ever, again, biology at time of disease progression in-
fluencing potential response to next line therapy and
costs should also be integrated before the optimal se-
quence can be recommended both from a patient and
a societal point of view.

Conclusion

The question is no longer if but when CDK4/6 inhibi-
tors should be used as treatment of ER positive HER2
negative ABC. Currently, only phase III data are avail-
able for palbociclib. Many studies are currently under-
way to better define the role of CDK4/6 inhibitors in
the BC treatment strategy (Table 1). Phase III trials with
other CDK4/6 inhibitors (abemaciclib and ribociclib)
are expected to be reported in the near future. It is dif-
ficult to predict if these other CDK4/6 inhibitors have
any advantage in terms of safety or efficacy. No trials di-
rectly comparing CDK4/6 inhibitors are planned. Triple
combinations combining endocrine therapy, CDK4/6
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nbination
PFS = prog

Trial references | Phase | Patient population Treatments Primary end point | Status Results
ADVANCED BREAST CANCER
PALOMA-1/ 2 Postmenopausal women with Letrozole + palobociclio | PFS Not Median PFS:
TRIO-18 ER+, HER2-negative, advanced recruiing | 10.2 vs. 20.2
NCT00721409 breast cancer months (HR
First-line 0.488, 95% ClI
0.32-0.75;p =
0.0004)
PALOMA-2 3 Postmenopausal women with Letrozole + palbociclio | PFS Not N/A
NCTO01740427 ER+, HER2-negative, advanced recruiting
breast cancer
First-line
PALOMA-3 3 Pre- or post-menopausal women | Fulvestrant + PFS Not Median PFS:
NCT01942135 with ER+, HER2-negative, palbociclib + goserelin recruiting | 9.2vs. 3.8
advanced breast cancer if premenopaused months (HR
Prior endocrine therapy 0.422, 95% ClI
0.32-0.56, p <
0.0001)
PALOMA-4 3 Asian postmenopausal women Letrozole + palbociclib | PFS Recruiting | N/A
NCT02297438 with ER+, HER2-negative,
advanced breast cancer
First-line
MONALEESA-2 | 3 Postmenopausal women with Letrozole + ribociclib PFS Not N/A
NCT01958021 ER+, HER2-negative, advanced recruiting
breast cancer
First-line
MONALEESA-3 | 3 Postmenopausal women with Fulvestrant + ribociclib | PFS Recruiting | N/A
NCT02422615 ER+, HER2-negative, advanced
breast cancer
First-line or prior endocrine
therapy
MONALEESA-7 | 3 Premenopausal women with Tamoxifen or NSAI + PFS Recruiting | N/A
NCT02278120 ER+, HER2-negative, advanced | goserelin + ribociclib
breast cancer
First-line
MONARCH-2 3 Postmenopausal women with Fulvestrant + PFS Not N/A
NCT02107703 ER+, HER2-negative, advanced | abemaciclib recruiting
breast cancer
First-line or prior endocrine
therapy
MONARCH-3 3 Postmenopausal women with NSAI + abemaciclib PFS Not N/A
NCT02246621 ER+, HER2-negative, advanced recruiting
breast cancer
First-line
PEARL 3 Postmenopausal women with Exemestane + PFS Recruiting | N/A
NCT02028507 ER+, HER2-negative, advanced | Palbociclib vs.
breast cancer Capecitabine
Prior NSAI
PATRICIA 2 Postmenopausal women with Trastuzumab + PFS Recruiting | N/A
NCT02448420 ER+ or negative, HER2-positive, | palbociclib + letrozole
advanced breast cancer
Prior chemotherapy and
trastuzumab
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Trial references | Phase | Patient population Treatments Primary end point | Status Results
EARLY BREAST CANCER

PALLET/FB-11 | 2 Postmenopausal women with Letrozole + palbociclib | cCR Recruiting | N/A
NCT02296801 ER+, HER2-negative, early breast Change in Ki67

cancer from baseline to 14

Neoadjuvant setting weeks
neoMONARCH | 2 Pre- or post-menopausal women | Anastrozole vs. Change in Ki67 Recruiting | N/A
NCT02441946 with ER+, HER2-negative, early abemaciclib vs from baseline to 2

breast cancer anastrozole + weeks after

Neoadjuvant setting abemaciclib
NA-PHER2 2 Pre- or post-menopausal women | Trastuzumab + Change in Ki67 Not N/A
NCT02530424 with ER+, HER2-positive, early pertuzumab + from baseline to 2 | recruiting

breast cancer fulvestrant + palbociclio | weeks after and at

Neoadjuvant setting surgery
NeoPAL 2 Post-menopausal women with Chemotherapy (3 FEC | Residual Cancer Recruting | N/A
NCT02400567 ER+, HER2-negative, early breast | + 3 Docétaxel) vs. Burden (RCB) after

cancer Letrozole + Palbociclib | the completion

Neoadjuvant setting of neoadjuvant

therapy

PENELOPE-B 3 Pre- or post-menopausal women | 1-year placebo vs iDFS Recruiting | N/A
NCT01864746 with ER+, HER2-negative, early palbociclib

breast cancer

Residual disease after

neoadjuvant chemotherapy

Adjuvant setting
PALLAS 3 Pre- or post-menopausal women | 5-years endocrine iDFS Recruiting | N/A
NCT02513394 with ER+, HER2-negative, early therapy + 2-years

breast cancer palbociclib

Adjuvant setting

inhibitors and drugs targeting the PI3K/AKT/mTOR
pathway are also under evaluation. It remains to be
proven if any of these triple combinations have advan-
tages over sequential use of doublets.

The ultimate goal of our treatment is cure. CDK4/6 in-
hibitors are now also evaluated in the adjuvant and neo-
adjuvant setting in high risk patients. A neoadjuvant
approach is sometimes used to enrich the trial popu-
lation with high risk patients. The role of chemothera-
py is questionable in high risk Luminal A type BC. Itis
reasonable to hope that CDK4/6 inhibitors will be used
in the future instead of chemotherapy in combination
with endocrine therapy in the adjuvant setting. Howev-
er, it is still a long way before this can become a reality.
Long term follow-up is needed in particular in the ad-
juvant setting and the first large registration trials just
started recruitment.
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1.

Key messages for clinical practice

The CDK4/6 inhibitor palbociclib combined with fulvestrant compared to placebo and fulvestrant
improves PFS in premenopausal or postmenopausal women with ER positive ABC that
progressed during prior endocrine therapy in the phase Il PALOMA-3 trial.

Palbociclib combined with letrozole compared to letrozole aloneimproved PFS in postmenopausal
women with ER positive HER2 negative ABC who had not received any prior systemic therapy
for their advanced disease in the phase Il PALOMA-1 trial.

The CDK4/6 inhibitor palbociclib is a new valid treatment option in ER positive HER2 negative
ABC. Other CDK 4/6 inhibitors (abemaciclib and ribociclib) are under evaluation in phase Il
trials.

The optimal sequence of endocrine therapy-based treatment approaches in ER positive HER2
negative ABC remains unknown. Efficacy, safety, cost and efficacy of other treatment options at time
of progression has to be integrated when defining the optimal sequence.

The CDK4/6 inhibitor palbociclib is under evaluation in the adjuvant or neoadjuvant setting.
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LA CARDIOTOXICITE DES TRAITEMENTS
ANTI-CANCEREUX

P. FrReres (1), A. Poncin (1), M. Moonen (2), Ci. Jossk (3), C. Oury (4), V. Bours (5)

P. LanceLLotTi (6), G. JERUSALEM (7)

RisumE : Les cancers sont de plus en plus fréquents et leurs
traitements de plus en plus agressifs. En conséquence, les
médecins se trouvent régulierement confrontés aux effets
daires des trai ts cytotoxiques. La cardiotoxicité
induite par les traitements anti-cancéreux est une complica-
tion gravissime, car elle peut étre mortelle et provoque un
arrét temporaire, voire définitif, des traitements. Dans cet
article, nous décrivons les mécanismes, le dépistage et la prise
en charge multidisciplinaire de la cardiotoxicité des agents
anti-cancéreux.
Mors-cLEs : Cancer - Trait ts - Cardiotoxicité - Chil
rapie - Trastuzumab

INTRODUCTION

Plusieurs traitements anti-cancéreux — la
chimiothérapie, la radiothérapie et les thérapies
ciblées — peuvent étre a I’origine d’une toxicité
cardiaque. Cette toxicité inclut I’hypertension
artérielle (HTA), les arythmies, les altérations
de la fraction d’¢jection ventriculaire gauche
(FEVG) et I’insuffisance cardiaque. Elle touche
plus spécifiquement les patients présentant des
facteurs de risque cardio-vasculaire (obésité,

CANCER THERAPY-INDUCED CARDIOTOXICITY

SumMARY : The incidence of cancer is raising and the treat-
ments are increasingly aggressive. Consequently, physicians
are regularly facing side effects of cytotoxic therapies. Can-
cer-therapy-induced cardiotoxicity is a serious complication
because it can be fatal and causes a temporary or permanent
cessation of the treatment. In this article, we summarize the

hani the itoring and the multidisciplinary mana-
gement of patients with cancer-therapy induced cardiotoxi-
city.
Keyworbs : Cancer - Therapies - Cardiotoxicity - Chemothe-
rapy - Trastuzumab

marqueurs cardiaques classiques (troponines,
NT-proBNP) et 1’échocardiographie doppler
2D ne sont pas suffisamment sensibles pour
détecter une toxicité cardiaque infra-clinique.
Dans cet article, nous présentons une revue de
la littérature sur la cardiotoxicité des agents
anti-cancéreux et sur les méthodes biologiques
et échographiques pour détecter précocement
cette toxicité.

diabéte, HTA) et la population pédiatrique. Cet TRAITEMENTS ANTI-CANCEREUX CARDIO-
effet secondaire, parfois dévastateur, est connu TOXIQUES

depuis de nombreuses années et ses bases molé-
culaires sont partiellement ¢lucidées. Cepen-
dant, a I’heure actuelle, il est toujours difficile
de prédire et prévenir une atteinte cardiaque
liée a un traitement cytotoxique (1).

Dans ce contexte, le clinicien pourrait béné-
ficier d’un biomarqueur permettant de détec-
ter précocement, voire de prédire, une atteinte
myocardique liée a la chimiothérapie. Les
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ANTHRACYCLINES

Les anthracyclines sont utilisées depuis les
années 1960 dans de nombreux types de can-
cers : cancers du sein, sarcomes, lymphomes,
leucémies ... (2, 3). Les mécanismes de leur
cardiotoxicité impliquent des cassures d’ADN
par inhibition de la topoisomérase 2, une per-
turbation de 1’homéostasie du calcium, une
inhibition de la chaine respiratoire mitochon-
driale et la formation de radicaux libres abou-
tissant a I’apoptose des cardiomyocytes (3).

Sur le plan clinique, on distinguera 2 types
de cardiotoxicité (2) :

a) une toxicité aigué, qui se traduit par des
modifications de I’ECG (modifications aspéci-
fiques du segment ST, prolongation de I’inter-
valle QT), des altérations modérées a sévéres
de la FEVG, voire des arythmies ventriculaires
malignes. Ce type de réaction survient directe-
ment aprés I’infusion de la drogue, est rare (<
1 % des cas) et généralement réversible en 1
semaine;
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b) une toxicité chronique, qui entrainera une
diminution progressive et irréversible de la
FEVG. La cardiotoxicité chronique peut étre
précoce, apparaissant dans I’année (2 % des
cas), ou tardive, jusqu’a 20 ans aprés 1’arrét
des traitements (4 a 5 % des cas). Elle constitue
un véritable défi : des études pédiatriques ont
montré qu’environ 65 % des patients présentent
une anomalie cardiaque 6 ans apres la fin des
anthracyclines (4, 5).

Le facteur de risque principal de la toxi-
cité cardiaque chronique est la dose cumulée
d’anthracycline. Les doses totales de doxo-
rubicine et d’épirubicine sont ainsi limitées a
500 et 800-900 mg/m2, respectivement. Les
autres facteurs de risque sont : le sexe fémi-
nin, un antécédent de radiothérapie thoracique,
I’age (sujets jeunes et 4gés), I’association avec
d’autres agents cardiotoxiques (par exemple
trastuzumab et taxane en cas de cancer du sein
HER?2), un traitement prolongé avec des doses
rapprochées et une pathologie cardio-vascu-
laire sous-jacente (2, 3).

Lors d’un traitement par anthracycline,
une évaluation cardiaque (échocardiographie
doppler 2D et ECQG) doit étre réalisée régulie-
rement : avant le début du traitement, apres une
dose cumulée de doxorubicine de 300, 400 et
500 mg/m2, 6 mois apres la fin de la chimio-
thérapie, puis tous les ans pendant 2 a 3 ans et
enfin tous les 3 a 5 ans a vie. Les guidelines de
I’ESMO (European Society of Medical Onco-
logy) recommandent d’interrompre 1’anthracy-
cline lorsque la FEVG diminue de plus de 15 %
(ou de > 10 % pour des valeurs inférieures a
50 % ). Un contrdle de 1’échocardiographie
devra étre réalisé¢ a 3 semaines afin de confir-
mer les valeurs de FEVG (2, 6).

Ces derniéres années, des analogues de la
doxorubicine sous forme liposomale pégylée
(Caelyx®, Myocet®), ont été développés afin
de réduire la cardiotoxicité de la doxorubicine.
Ces analogues sont remboursés dans le traite-
ment de certaines tumeurs solides (cancer de
I’ovaire et du sein, sarcome de Kaposi et des
tissus mous). La dose cumulée maximale de
doxorubicine sous forme liposomale est de 550
mg/m2. Les perfusions continues de doxoru-
bicine, en 48 a 96h, permettent également de
réduire la cardiotoxicité du produit, probable-
ment en diminuant son pic de concentration
plasmatique (7)

Le dexrazoxane est un chélateur du fer qui
diminue significativement le risque de car-
diotoxicité associée aux anthracyclines. Le

mécanisme moléculaire n’est pas clair, mais
le dexrazoxane semble lier le fer libéré par
les cellules myocardiques 1ésées. Cette drogue
pourrait cependant interférer avec 1’efficacité et
augmenter la toxicité médullaire de la chimio-
thérapie. Elle est, donc, uniquement indiquée
en cas de cancer du sein métastatique lorsque la
dose cumulée de doxorubicine est > a 300 mg/
m2 et que le risque de cardiotoxicité est impor-
tant (8). Le role protecteur des béta-bloquants,
des inhibiteurs de 1’enzyme de conversion
(IEC) et des sartans au cours d’un traitement
par anthracyclines doit encore étre validé (2).

ANTIMETABOLITES

Le 5-fluorouracil (5-Fu) et la capécitabine
(Xeloda®), une forme orale du 5-Fu, sont utili-
sés dans de nombreux types de cancers solides
(cancers de la sphére ORL, du sein, de I’esto-
mac, du pancréas, du célon,...). Ces drogues
constituent, aprés les anthracyclines, la deu-
xiéme cause de cardiotoxicité induite par la
chimiothérapie. La toxicité cardiaque du 5-Fu
survient dans 8 % des cas et se traduit le plus
souvent par une douleur thoracique angineuse
dans les 72 heures aprés ’administration du
produit. La douleur est généralement accom-
pagnée de modifications de ’ECG (élévation
du segment ST, inversion des ondes T) et, plus
rarement, d’une élévation des enzymes car-
diaques (9).

Plusieurs mécanismes ont été proposés tel un
vasospasme coronaire, une atteinte endothéliale
ou une cardiomyopathie de stress type tako-
tsubo. Cet angor survient particuliérement chez
les patients avec des facteurs de risque cardio-
vasculaire ou un antécédent de radiothérapie
thoracique. Les protocoles d’infusion continue
semblent plus a risque que 1’administration
en bolus (p.ex. dans les schémas FOLFOX et
FOLFIRI utilisés dans le cancer colorectal).
L’angor est généralement réversible a I’arrét du
5-Fu et apres I’administration de dérivés nitrés
ou d’antagonistes calciques. En principe, la
survenue de cet effet secondaire contre-indique
I’administration ultérieure de 5-Fu (10,11).

AGENTS ALKYLANTS

Le cyclophosphamide et I’ifosfamide admi-
nistrés a hautes doses sont associés a un risque
de décompensation cardiaque aigue. Ceci a
été illustré par une série de 32 patients traités
par cyclophosphamide a 180 mg/kg pendant 4
jours dans le cadre d’une allogreffe de cellules
souches pour hémopathie. Avec ce protocole,
9 patients ont développés une insuffisance car-
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diaque congestive dans les 3 semaines et 6 en
sont morts (12).

Le cyclophosphamide a aussi été asso-
cié a I’apparition d’un épanchement péricar-
dique hémorragique, typiquement dans la 1ére
semaine de traitement, pouvant conduire a une
tamponnade fatale. Cet épanchement est pro-
bablement li¢ a une atteinte de 1’endothélium
capillaire et est efficacement traité par gluco-
corticoides dans la majorité des cas (13).

La famille des platines (cisplatine, carbopla-
tine, oxaliplatine) augmente le risque de patho-
logie cardio-vasculaire au sens large (p.ex.
syndrome de Raynaud, HTA, dyslipidémie,
cardiomyopathie ischémique ou accident vas-
culaire cérébral). Cette toxicité apparait sur le
long terme et nécessite une surveillance pro-
longée, p.ex. chez les jeunes hommes traités
par cisplatine pour un cancer du testicule (14).
Par ailleurs, le cisplatine est responsable d’une
néphrotoxicité aboutissant a des troubles élec-
trolytiques (hypomagnésémie, hypokaliémie)
et a diverses arythmies.

INHIBITEURS DES MICROTUBULES

Les alcaloides de la pervenche (principale-
ment, la vinblastine, mais aussi la vincristine et
la vinorelbine) sont associés a un risque d’HTA
et de cardiopathie ischémique.

Les taxanes (docétaxel, paclitaxel, nab-pacli-
taxel), utilisés en monothérapie, provoquent le
plus souvent des arythmies (bradycardie, bloc
auriculo-ventriculaire, tachycardie ventricu-
laire). La cardiotoxicité des anthracyclines
est potentialisée par leur association avec un
taxane, comme c’est le cas dans les schémas de
chimiothérapie adjuvante et néoadjuvante du
cancer du sein (3, 11).

HORMONOTHERAPIES

Les inhibiteurs de ’aromatase (Aromatase
Inhibitors, AI) sont indiqués dans le traitement
adjuvant du cancer du sein hormono-sensible
en post-ménopause. Une méta-analyse, regrou-
pant 19.000 patientes, suggerent que les Al sont
associés a une augmentation du risque relatif
d’évenements cardio-vasculaires par rapport au
tamoxiféne (risque relatif de 1,31). Le risque
absolu reste cependant faible, de ’ordre de
0,5 %. Le mécanisme proposé est une pertur-
bation du profil lipidique induite par I’AI (15).

THERAPIES CIBLEES

Le trastuzumab (Herceptine®) est un anti-
corps monoclonal humanisé dirigé contre

HER2 (Human Epidermal Growth factor
Receptor 2). Le trastuzumab joue un réle pri-
mordial dans le traitement des stades précoces
et avancés des cancers du sein présentant une
surexpression de HER2 (15 a 20 % des cas).
Sa cardiotoxicité implique le plus souvent une
réduction asymptomatique de la FEVG et, rare-
ment, une insuffisance cardiaque congestive.
Le risque de cardiotoxicité est compris entre 2
et 13 %, particuliérement aprés 50 ans et lors
de I’utilisation concomitante d’anthracyclines.
Le mécanisme moléculaire est distinct de celui
des anthracyclines : le trastuzumab diminue la
contractilité¢ des cardiomyocytes sans entrainer
leur apoptose. Par conséquent, sa cardiotoxicité
est réversible, le plus souvent en 2 a 4 mois
(11). Une échocardiographie doppler 2D doit
étre réalisée avant le début du traitement, a 3, 6,
12 et 18 mois, puis tous les ans (16). Lorsque la
FEVG diminue de > 15 %, ou de > 10 % pour
des valeurs inférieurs a 50 %, le trastuzumab
devra étre interrompu. La fonction cardiaque
sera alors réévaluée aprés 4 semaines et, en
cas de normalisation et en 1’absence de symp-
tomes d’insuffisance cardiaque (dyspnée, prise
de poids, cedéme), le trastuzumab pourra étre
repris (17). Trois agents anti-HER2, avec un
mécanisme d’action différent du trastuzumab,
ont été récemment développés (lapatinib, per-
tuzumab et trastuzumab emtansine) et, malgré
des données limitées, ces nouvelles molécules
semblent moins cardiotoxiques (18).

Les traitements ciblés contre le récepteur
du VEGF (Vascular Endothelial Growth Fac-
tor) réduisent I’angiogenese tumorale au prix
d’une toxicité cardio-vasculaire significative.
Ces thérapies ciblées incluent des anticorps
monoclonaux (bevacizumab, ramucirumab) et
des inhibiteurs de tyrosine kinase (sunitinib,
sorafenib, pazopanib, axitinib, carbozanti-
nib, ponatinib, vandetanib, aflibercept). Elles
sont utilisées dans plusieurs variétés de can-
cers (cancer du poumon, du rein, du colon, de
I’estomac, du foie, de la thyroide, sarcome des
tissus mous, GIST, glioblastome).

Tous les inhibiteurs de I’angiogenéese dispo-
nibles sur le marché sont associés a 1’appari-
tion d’une HTA. L’incidence globale de cette
HTA, tous grades et traitements confondus, est
de 25 %, avec une HTA sévere dans 7 a 8 %
des cas (19, 20). Le mécanisme moléculaire est
partiellement compris : ’inhibition du VEGF
diminue la production de monoxyde d’azote
(NO), un puissant vasodilatateur, et empéche
la formation de nouveaux vaisseaux sanguins
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(phénomene de raréfaction capillaire), abou-
tissant a I’augmentation des résistances vascu-
laires périphériques (21). L’apparition précoce
d’une HTA systolique ou diastolique sous beva-
cizumab ou sunitinib pourrait méme constituer
un marqueur prédictif (surrogate marker) d’une
réponse favorable au traitement, mais ce point
est encore débattu a I’heure actuelle (22). Les
spécialistes recommandent une évaluation
rigoureuse des facteurs de risque cardio-vascu-
laire et un contréle strict de la pression artérielle
(PA) avant de débuter ce type de traitement. Une
fois instauré, la PA devra étre mesurée régulie-
rement, surtout les 2 premiéres semaines. Les
patients qui développent une HTA (PA > 140/90
mmHg ou PA diastolique > 20 mmHg par rap-
port au départ) devront étre traités avec pour
objectif une PA < 140/90 mmHg, et < 130/80
mmHg en cas de diabéte ou d’insuffisance
rénale chronique. Le choix de I’antihyperten-
seur est guidé par les comorbidités du patient.
On évitera les inhibiteurs du CYP3A4 (p.ex.
verapamil, diltiazem) avec le sorafenib et le
sunitib qui sont partiellement métabolisés via
cette enzyme. Les inhibiteurs de ’enzyme de
conversion et les béta-bloquants peuvent géné-
ralement étre utilisés, notamment le nebivolol
(Nobiten®) qui augmente la libération endothé-
liale de NO (23).

Une augmentation du risque d’accident
thromboembolique artériel (ATE) a été asso-
ciée a I’utilisation du bevacizumab, de I’afliber-
cept et du ramucirumab. La physiopathologie
de cet effet secondaire n’est pas connue. On
suppose qu’en inhibant le VEGF, ces drogues
diminuent les propriétés anticoagulantes de la
membrane endothéliale. Pour cette raison, on
évitera d’utiliser les anti-angiogenéses chez des
patients avec un antécédent d’ATE dans les 6 a
12 mois. L’augmentation du risque d’accident
thromboembolique veineux sous inhibiteurs de
I’angiogeneése n’est pas claire (24).

Les anti-VEGF, en particulier le sunitinib,
peuvent aussi provoquer une diminution de la
FEVG et un allongement de 1’espace QT. Il est
donc nécessaire de réaliser une échocardiogra-
phie et un ECG avant de débuter le traitement
et d’assurer une surveillance rapprochée, en
particulier chez le sujet agé (25).

bidimensionnelle (2D). Cependant, il n’existe
pas de recommandations claires des socié-
tés scientifiques concernant les modalités de
ce suivi (fréquence, durée, type d’examens).
L’échographie cardiaque 2D est malheureuse-
ment peu sensible pour détecter la cardiotoxi-
cité liée aux traitements anti-cancéreux. Ceci
est principalement du au fait que la FEVG
diminue tardivement dans le décours de I’at-
teinte cardiaque et que 1’examen est opérateur-
dépendant (2). 1l est donc primordial d’évaluer
de nouvelles méthodes afin d’identifier et trai-
ter rapidement les patients concernés.

METHODES BIOLOGIQUES

Le réle des biomarqueurs dans la détection
précoce de la toxicité cardiaque des traitements
anti-cancéreux doit encore étre validé par des
études prospectives. Les biomarqueurs repré-
sentent cependant un potentiel intéressant, car
ils sont facilement accessibles.

La troponine I est un marqueur sensible et
spécifique de la 1ésion myocardique, comme
I’infarctus du myocardeout la myocardite. Des
études ont montré que les patients ayant des
troponines I élevées durant et aprés une chimio-
thérapie a base d’anthracyclines pour différents
types de cancer présentaient une plus haute
incidence d’événements cardiaques (26, 27).
L’inconvénient des troponines I est que leur
augmentation implique une lyse des cellules
myocardiques, ce qui n’est pas forcément le
cas lors de la chimiothérapie, et leur demi-vie
est relativement courte (3—12h), ce qui requiert
de multiples prises de sang rapidement apres le
traitement.

Le NT-pro-BNP (Brain Natriuretic Pep-
tide) est secrété par les ventricules cardiaques
lorsque ceux-ci sont distendus. Le NT-pro-BNP
est un marqueur validé dans ’insuffisance car-
diaque. Des ¢études ont démontré qu’une élé-
vation persistante du NT-pro-BNP aprés un
traitement par anthracyclines peut étre corrélée
a la diminution de la FEVG en échographie.
De plus, I"augmentation du NT-pro-BNP sous
anthracyclines est prédictive d’une toxicité tar-
dive du traitement. Cependant, la valeur seuil
de NT-pro-BNP n’est pas encore déterminée et
ce biomarqueur ne peut remplacer 1’échogra-
phie pour dépister une toxicité cardiaque aigue

METHODES DE DETECTION DE LA CARDIO- (28, 29).
TOXICITE INDUITE PAR LES AGENTS

A En complément de ces biomarqueurs car-
ANTI-CANCEREUX

diaques classiques, de nouveaux biomar-
queurs (ST2, galactine 3, microARN:S, ...) sont
actuellement évalués dans le dépistage de la

La méthode de surveillance la plus utilisée
a I’heure actuelle est 1’échographie cardiaque
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cardiotoxicité induite par les traitements anti-
cancéreux.

METHODES D IMAGERIE
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ABSTRACT

The interaction between tumor cells and their microenvironment is an essential
aspect of tumor development. Therefore, understanding how this microenvironment
communicates with tumor cells is crucial for the development of new anti-cancer
therapies. MicroRNAs (miRNAs) are small non-coding RNAs that inhibit gene
expression. They are secreted into the extracellular medium in vesicles called
exosomes, which allow communication between cells via the transfer of their
cargo. Consequently, we hypothesized that circulating endothelial miRNAs could be
transferred to tumor cells and modify their phenotype. Using exogenous miRNA, we
demonstrated that endothelial cells can transfer miRNA to tumor cells via exosomes.
Using miRNA profiling, we identified miR-503, which exhibited downregulated levels
in exosomes released from endothelial cells cultured under tumoral conditions.
The modulation of miR-503 in breast cancer cells altered their proliferative and
invasive capacities. We then identified two targets of miR-503, CCND2 and CCND3.
Moreover, we n ired incr d plasmatic miR-503 in breast cancer patients after
neoadjuvant chemotherapy, which could be partly due to increased miRNA secretion
by endothelial cells. Taken together, our data are the first to reveal the involvement
of the endothelium in the modulation of tumor development via the secretion of
circulating miR-503 in response to chemotherapy treatment.

INTRODUCTION progression, allowing access to oxygen and nutrients that
support tumor growth and eliminate metabolic waste.

The tumor microenvironment includes a variety Thus, angiogenesis, the process by which new blood

of cell types: fibroblasts, immune and endothelial cells, vessels arise from preexisting ones, is a crucial step in
pericytes, and local and bone marrow-derived cells, the progression of tumor development and metastases
surrounded by matrix components [1]. The crosstalk of this dissemination, and the blockade of angiogenesis is a
microenvironment with tumor cells is essential for tumor promising strategy for the development of new cancer
development, adaptation and metastasis formation [2]. therapies [3]. However, drugs that inhibit tumor blood
Moreover, the blood supply plays a crucial role in cancer vessel formation by blocking the VEGF pathway have

presently produced limited improvement in the clinical
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setting [4]. Consequently, a better understanding of
the interactions between cancer cells and the tumor
microenvironment is necessary to unravel the complexity
of tumor physiology and to limit the development of
resistance mechanisms during anti-cancer treatments.

MicroRNAs (miRNAs) are small non-coding RNAs
that are essential for the regulation of various physiological
and pathological processes, including development,
differentiation, proliferation and cancer [5,6]. These
transcripts bind to the 3’ untranslated regions (UTRs)
of messenger RNAs to either induce their degradation
or inhibit their translation into proteins [7,8]. Cell-free
miRNAs were found inside exosomes within biological
fluids a few years ago [9,10]. Exosomes are small
vesicles, ranging from 30 to 100 nm in size, composed
of RNAs, microRNAs, and soluble and membranous
proteins [11,12]. There is accumulating evidence that these
organelles play a key role in intercellular communication
via the transfer of their molecular contents [13—15].
Furthermore, recent findings demonstrate that circulating
miRNAs are promising biomarkers for the diagnosis of
several pathologies, demonstrating the notable abilities
to discriminate between cancer types and stages and to
monitor treatment responses [16—18].

Several studies have demonstrated that
tumor exosomes are able to modulate the tumor
microenvironment by activating angiogenesis, promoting
the formation of cancer-associated fibroblasts (CAFs)
and modulating the immune response [19-22]. However,
little information is known regarding the role of exosomes
derived from cells of the tumor microenvironment on the
regulation of tumor cell metabolism. In the present study,
we examined the potential transfer of miRNAs from
endothelial to tumor cells via exosomes and their role
in tumor behavior. We identified the endothelial miRNA
miR-503, the expression of which is regulated by breast
cancer neoadjuvant chemotherapy and which is able to
inhibit tumor cell proliferation and invasion.

RESULTS

Endothelial exosomes allow the transfer of
miRNAs to tumor cells

To investigate the role of circulating endothelial
miRNAs on tumor cell physiology, we prospectively
isolated and characterized exosomes from human
umbilical vein endothelial cells (HUVECs). As
demonstrated by dynamic light scattering, exosomes
from endothelial cells show the typical size range of these
vesicles, with a maximum peak at approximately 95 nm
(Fig. 1A). Flow cytometry analysis also confirmed the
presence of two well-known exosomal markers, CD63
and CD9, on the exosome surface (Fig. 1B-C). Because

the membranous protein composition of the exosomes is
representative of the originating cells, we compared the
presence of endothelial markers on HUVECs and HUVEC
exosomes. As expected, both compartments presented a
similar composition of markers, including avp3 integrins,
CD31, CDI105, E-selectin, ICAM-1, VCAM-1 and
VE-cadherin. However, VEGFR2, which was strongly
expressed on HUVECs, was not found on exosomes (Fig.
1D and Fig. SIA-P). In addition, electron microscopy
visualization of the exosomes also revealed a characteristic
cup-shaped morphology, with a diameter of approximately
100 nm. Furthermore, immunogold labeling was positive
for the exosome marker CD63 and the endothelial marker
CD105 (Fig. 1E).

Next, using an exogenous mouse miRNA that is
not conserved in humans, mmu-miR-298, we sought to
investigate the ability of endothelial cells to transfer
miRNAs to human tumor cells. The miRNA was
overexpressed in HUVECS, and the transfection efficiency
was monitored using qRT-PCR (Fig. S1Q). Transfected
HUVECs were then placed in a transwell coculture system
with the cells separated by a membrane with 0.2-um pores
to prevent the transfer of miRNAs from other vesicles.
This assay was applied to four tumor cell lines (lung
carcinoma: A549, colorectal carcinoma: HCT116, breast
adenocarcinoma: MDA-MB-231, and glioblastoma: U87)
(Fig. 1F). Whereas HCT116 cells presented markedly low
levels of mmu-miR-298, the three other tumor cell lines
showed significant incorporation of the exogenous miRNA
after 48 h. Exosomes were also purified from endothelial
cells overexpressing mmu-miR-298, and the presence of
the miRNA in exosomes was assessed using qRT-PCR
(Fig. S1R). In addition, mmu-miR-298- and control-
loaded exosomes were incubated with the various tumor
cell lines. As observed in the coculture system, mmu-
miR-298 was detected in all cell lines, but HCT116 cells
still displayed reduced transfer levels (Fig. 1G).

To study the interaction of endothelial exosomes
with tumor cells, we labeled exosomes with the fluorescent
lipid dye PKH67 and monitored uptake by the four tumor
cell lines. Fluorescence microscopy revealed that all
of the cell lines took up the exosomes, but the uptake
by HCT116 cells was less pronounced (Fig. 1I). This
observation was confirmed via flow cytometry (Fig. 1H).
Notably, the exosome incorporation profile was similar to
the mmu-miR-298 levels transferred via either coculture
or endothelial exosomes, suggesting a major contribution
by exosomes in the transfer of miRNAs. Moreover, the
variation in uptake efficiencies between different tumor
cell types strongly suggests the selective incorporation of
endothelial exosomes. To further visualize the mechanism
of exosome capture, we monitored exosome uptake over
time using electron microscopy. For that experiment, we
chose the MDA-MB-231 cell line, as these cells displayed
a high level of exosome incorporation. If no exosomes
were added to tumor cells, no specific patterns could be
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observed inside the endocytic vesicles. However, after
2 hours, entities with the characteristic cup shape of

The tumor environment modifies the export of a
subset of endothelial miRNAs

exosomes could already be observed inside the endosomes;
these entities accumulated over time, as observed after 8
and 24 h (Fig. 1J). These data demonstrate that endothelial
exosomes are taken up by tumor cells via endocytosis to
allow the intercellular transfer of miRNAs.

Several studies have shown that miRNAs can be
transferred from tumor cells to modulate angiogenesis.
Here, we speculated that the exchange could also occur
in the opposite direction. We hypothesized that tumor
cells might elicit an anti-tumor response through the
secretion of miRNAs from the endothelium. We thus
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Figure 1: Endothelial exosomes can transfer miRNAs to tumor cells. (A) Dynamic light scattering analysis of HUVEC exosomes
(max = 94.93). Flow cytometry analysis of HUVEC exosomes immunolabeled for (B) CD9 and (C) CD63. (D) Table summarizing the
levels of endothelial markers in HUVECs and HUVEC exosomes, measured using flow cytometry. (E) Electron micrographs of HUVEC
exosomes labeled with CD63 and CD105, scale bars = 50 nm. (F) MiR-298 levels evaluated using qRT-PCR in cocultures either of tumor
cells with HUVECs transfected with pre-miR-control or pre-miR-298 or (G) of tumor cells incubated with exosomes from HUVECs
transfected with pre-miR-control or pre-miR-298. (H) Flow cytometry analysis of the uptake of exosomes (labeled with the green fluorescent
PHK67 membrane linker) by tumor cells. (I) Fluorescence microscopy detection of the uptake of PHK67-1abeled exosomes by tumor cells
(DAPIL, blue), scale bars = 25 pm. (J) Electron micrographs of MDA-MB-231 cell sections showing vesicles (arrows); after incubation with
HUVEC exosomes for 0, 2, 8 and 24 hours, MDA-MB-231 cells showed larger multivesicular vesicles containing exosomes, scale bars =
100 nm. All data are the mean + SD (n > 3). *P < 0.05, **P < 0.01 and ***P < 0.001 vs. the respective control. Additionally, see Fig. S1.
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investigated the miRNA content of endothelial exosomes
to identify miRNAs that could modify tumor growth. We
first performed miRNA expression profiles using PCR
panels (Exiqon) to compare between HUVECsS and their
exosomes. As observed in other studies [9,23], most of
the miRNAs were expressed at similar levels in cells and
exosomes, although some were detected only in cells (10
miRNAs) or in exosomes (16 miRNAs) (Fig. 2A-B and
Fig. S2A). To identify endothelial miRNAs that could

affect tumor development, we then profiled the miRNA
content of exosomes from HUVECs cultured in a basal
medium or in a tumor-mimicking medium enriched with
growth factors. Basal medium was composed of 5% serum
whereas tumoral medium contained a mix of growth
factors optimized for HUVECs culture supplemented
everyday with high doses of VEGF (50 ng/ml) and bFGF
(20 ng/ml). Indeed, these two molecules are well-known
activators of tumor angiogenesis [24]. As measured by
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Figure 2: The tumor environment modifies the export of a subset of endothelial miRNAs. (A) Dot plot of miRNA levels
in HUVECs compared with HUVEC exosomes. (B) Diagram of miRNAs common and specific to HUVECs and HUVEC exosomes. (C)
Exosome levels measured by protein quantification from the conditioned medium of HUVECs cultured in basal and tumor-mimicking
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tumoral vs. basal conditions. MiR-146a (F) and miR-503 (G) levels, evaluated by qRT-PCR in HUVEC exosomes cultured under tumoral
or basal conditions. MiR-146a (H) and miR-503 (I) levels, evaluated by qRT-PCR in HUVECsS cultured in tumoral or basal conditions. All
data are the mean + SD (A-E, n = 2; F-I, n = 3). ¥*P <0.05, **P < 0.01 and ***P < 0.001 vs. the respective control. Additionally, see Fig. S2.
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protein quantification, the first notable observation was
the radical decrease in the level of exosome secretion
in HUVECs cultured in the tumor medium compared
with those cultured in the basal medium (Fig. 2C). Only
miRNAs that were detected in all samples, displayed
a variation lower than 2 between replicates and an
individual Ct value lower than 40 were considered for
further analysis. These criteria led to the selection of 204
miRNAs (Fig. S2B). When comparing the miRNA ratio
derived from exosomes and HUVECs, 108 miRNAs were
found to be modulated in HUVEC-derived exosomes by
at least twofold (Fig. 2 D-E and Table S1). As shown in
the volcano plot, the 3 most upregulated miRNAs were
miR-502-5p, miR-744 and miR-373*, whereas the most
downregulated miRNAs were miR-146a, miR-205 and
miR-503 (Fig. 2D-E). For further investigation, we
examined the 3 most downregulated miRNAs, which,
according to our hypothesis, might exhibit antitumor
properties. The decreased miR-146a and miR-503 levels
in tumoral and basal exosomes were confirmed using
TagMan microRNA assays; however, we were unable
to confirm the alteration in miR-205 levels (Fig. 2F-G).
Interestingly, we observed that miR-146a levels were
also decreased in the exosome-producing endothelial
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cells, whereas miR-503 levels were not modified under
tumor-mimicking conditions (Fig. 2H-I). We then decided
to further study miR-503 because this miRNA undergoes
a selective export mechanism under tumor-mimicking
conditions. In addition, miR-503 is a member of the
extended miR-16 family, which has been widely described
in the literature as an anti-tumor miRNA that regulates
cell cycle progression and the proliferation status of cells
[25-27].

Endothelial miR-503 impairs tumor growth in
vitro

To investigate the impact of miR-503 on tumor
growth, we performed gain- and loss-of-function studies.
MDA-MB-231 cells were transfected with either pre-
or anti-miR-503, and the transfection efficiency was
monitored using qRT-PCR (Fig. S3A). We used MDA-
MB-231 constitutively expressing luciferase to quantify
the proliferation in a coculture system by measuring
the luminescence. Moreover, tumor cell invasion was
assessed by quantifying the sprouting of tumor spheroids
in a 3D collagen matrix. Increasing miR-503 levels
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Figure 3: Endothelial miR-503 impairs tumor growth in vitro. (A) Invasion level of MDA-MB-231 cells transfected with
pre-miR-control or pre-miR-503 and with anti-miR-control or anti-miR-503. (B) Luminescence quantification of MDA-MB-231 cells
transfected with pre-miR-control or pre-miR-503 and with anti-miR-control or anti-miR-503. (C) MiR-503 levels, measured by qRT-PCR
in MDA-MB-231 cells incubated with 5 pg of HUVEC exosomes for 24 h. (D) Invasion level of MDA-MB-231 cells transfected with
anti-miR-control or anti-miR-503 and cocultured with HUVECs transfected with pre-miR-control or pre-miR-503. (E) Luminescence
quantification of MDA-MB-231 cells transfected with anti-miR-control or anti-miR-503 and cocultured with HUVECs transfected with
pre-miR-control or pre-miR-503. (F) Luminescence quantification of MDA-MB-231 cells incubated with exosomes from HUVECs
transfected with pre-miR-control or pre-miR-503. Additionally, see Fig. S3.
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via the transfection of miRNA mimics (pre-miRs) in
MDA-MB-231 cells decreased both cell proliferation
and invasion. Conversely, inhibition of miR-503 via the
transfection of miR-503 antisense LNAs (anti-miRs)
resulted in increased levels both of these processes
compared with those of the control (Fig. 3A-B). Moreover,
the effects of modulating miR-503 on tumor proliferation
and invasion were confirmed by measuring BrdU
incorporation and performing Boyden chamber assays,
respectively (Fig. S3B-C).

We next sought to explore the effect of endothelial-
derived miR-503 on MDA-MB-231 cells. For this
purpose, HUVECs were transfected with pre-miR-503,
and the transfection efficiency was monitored using qRT-
PCR (Fig. S3D). The effective transfer of the miRNA was
then assessed using endothelial exosomes loaded with
miR-503. Upon incubation of miR-503-loaded exosomes
with MDA-MB-231 cells, we observed increased miRNA
levels in the cells using qRT-PCR (Fig. 3C). We next
investigated whether miR-503 secreted from endothelial
cells could modify the phenotype of MDA-MB-231 cells.
HUVECs overexpressing miR-503 were cocultured with
MDA-MB-231 cells, which led to reduced tumor cell
proliferation and invasion compared with those under
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control conditions (Fig. 3D-E). Importantly, the addition
of anti-miR-503 into tumor cells rescued the effects of
endothelial miR-503 in both functional assays. This
observation suggest that miR-503 is the main effector
of tumor cell proliferation and invasion inhibition in
endothelial exosomes. To confirm that these effects
were caused by the transfer of endothelial miR-503 via
exosomes, we treated MDA-MB-231 cells with miRNA-
loaded HUVEC exosomes. This treatment also resulted in
reduced MDA-MB-231 proliferation compared with the
cells treated with mock HUVEC exosomes (Fig. 3F).

MiR-503 inhibits CCND2 and CCND?3 expression
of MDA-MB-231

To explore the molecular mechanism responsible
for the inhibition of tumor cell proliferation and invasion
by miR-503, we searched for target genes of the miRNA
involved in those mechanisms. We used a computational
approach involving the Targetscan algorithm (http:/www.
targetscan.org/) to obtain a list of genes predicted to be
targets of miR-503. We then used the STRING algorithm
(http://string-db.org/), which creates a network between
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Figure 4: MiR-503 inhibits CCND2 and CCND3 expression of MDA-MB-231. Quantification of mRNA levels according to
qRT-PCR of (A) CCND2 and (B) CCND3 in MDA-MB-231 cells transfected with pre-miR-503 or pre-miR-control and with anti-miR-
control or anti-miR-503 and starved for 36 h. (C) Western blotting of CCND2 and CCND3 in MDA-MB-231 cells transfected with pre-
miR-503 or pre-miR-control and with anti-miR-control or anti-miR-503 and starved for 36 h. (D) Luciferase activity from the CCND2
3'-UTR WT reporter plasmid and mutated NRAS 3'-UTR reporter plasmid cotransfected into MDA-MB-231 cells with pre-miR-control
or pre-miR-503 after 24 hours. (E) Invasion levels of MDA-MB-231 cells transfected with siRNAs targeting CCND2 and CCND3. (F)
Luminescence quantification of MDA-MB-231 cells transfected with siRNAs targeting CCND2 and CCND3. *P < 0.05, **P < 0.01 and
***P < 0.001 vs. the respective control. “*P < 0.001 vs. miR-503-exosomes with anti-miR-control. Additionally, see Fig. S4.
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proteins that have functional or physical interactions,
to identify associations between predicted targets of
miR-503. We observed the presence of a large cluster of
proteins that influence cell cycle progression and pathways
that regulate the proliferation/apoptosis status of cells
(Fig. S4C). Using qRT-PCR, we tested a subset of miR-
503 target genes that displayed many links with each other
to identify the genes responsible for the observed anti-
tumor phenotype. From this subset of genes, we identified
two targets of miR-503, CCND2 and CCND3, which
are downregulated at the RNA and protein levels upon
overexpression of the miRNA (Fig. 4A-C). Importantly,
inhibiting endogenous miR-503 wusing anti-miR
transfection led to increased CCND2 and CCND3 protein
levels. The interaction sites of miR-503 and the CCND2
and CCND3 3’-UTRs are pictured in Fig S4D. Notably,
expression of the homologue CCND1 was not affected
by miR-503 even though this gene is a validated target of
miR-503 (Fig. S4A-B). Because CCND2 has never been
described as a target of miR-503, we analyzed whether
the miRNA directly interacts with its 3’-UTR. Indeed,
there are 3 binding sites for miR-503 in the CCND2 3°-
UTR: one 8-mer site and two 7-mer-1A sites. We therefore
constructed a luciferase reporter vector that encoded the
3’-UTR of CCND2 downstream of the luciferase coding
sequence. Reduced luciferase activity was observed
in MDA-MB-231 cells transfected with the vector;
these cells were also observed to overexpress miR-503
compared with that of the control (Fig. 4D). Moreover,
when the sequences that bind the seed region of miR-503
were mutated in the CCND2 3’-UTR, the miRNA was no
longer able to inhibit translation of the luciferase mRNA,
leading to normalized luminescence levels.

We next determined whether the inhibition of
CCND2 and CCND3 was responsible for the inhibition of
tumor cell proliferation and invasion observed upon miR-
503 modulation. Indeed, silencing CCND2 and CCND3
in MDA-MB-231 cells with siRNA led to decreased
proliferation and invasion (Fig. 4E-F). Taken together,
these results demonstrate that endothelial-derived miR-
503 induces the inhibition of tumor cell proliferation and
invasion via inhibition of CCND2 and CCND3.

Neoadjuvant chemotherapy increases circulating
miR-503 levels

To study the potential endothelial release of miR-
503 during cancer, we analyzed the plasmatic miR-503
levels in breast cancer patients subjected to various
therapies. Interestingly, we observed increased miR-503
levels in patients receiving neoadjuvant chemotherapy
treatment, whereas no changes were observed in patients
treated only with surgery (Fig. 4A-B and D-E). To
more deeply investigate the influence of neoadjuvant
chemotherapy, miR-503 levels were analyzed in tumor

biopsies and in residual tumors of patients subjected to
this treatment and presenting an incomplete pathological
response. Surprisingly, no changes in the miR-503
levels were observed before treatment or after post-
chemotherapy surgery (Fig. 4C and F). This observation
favors the view that the increased miR-503 levels in
the circulation after chemotherapy do not come from
the tumor. Thus, we decided to investigate whether
endothelial cells could be responsible for the increased
miR-503 levels upon neoadjuvant chemotherapy. We
treated endothelial cells with both chemotherapeutic
agents (epirubicin and paclitaxel) used in the treatment
and analyzed the consequences on miR-503 expression
and exosome secretion using qRT-PCR. We first observed
a drastic increase in exosome production in endothelial
cells treated with the chemotherapeutic agents; this effect
was more pronounced with paclitaxel than with epirubicin
treatment (Fig. 4G). Moreover, we observed increased
miR-503 levels in exosomes following epirubicin and
paclitaxel treatments compared with control conditions,
whereas decreased levels were observed in exosome-
producing HUVECs (Fig. 4H-I). These data suggest
that the elevated circulating miR-503 levels observed in
patients after neoadjuvant chemotherapy could originate
in part from exosome modification and miR-503 secretion
by endothelial cells.

DISCUSSION

Over the past few years, exosomes have emerged
as important players in intercellular communication.
Notably, several studies have demonstrated the role of
tumor exosomes in regulating major processes of tumor
progression, such as angiogenesis, immune modulation
and metastasis dissemination. However, until now, the
effects of exosomes secreted from endothelial cells on
tumor cells has not been explored. Endothelial exosomes
have been shown to induce several mechanisms, such as
the regulation of angiogenesis in other endothelial cells
[28,29] and the atheroprotective stimulation of smooth
muscle cells [15]. It is well known that cells within
the tumor microenvironment can act on tumor cells.
In this context, a role for exosomes has emerged in the
recent literature. For example, exosomes secreted from
mesenchymal stem cells can regulate tumor growth,
whereas exosomes from dendritic cells can induce tumor
regression [30-32]. In this study, we demonstrate that
endothelial cells, which are also important players in
the tumor environment, produce exosomes that are able
to transfer miRNAs to tumor cells. Our data reveal that
this transfer involves endocytosis because incorporated
exosomes are observed in endocytic vesicles inside tumor
cells.

An important finding of our work is the observation
that the miRNA content of endothelial exosomes differs
from that of the producing cells. This phenomenon has
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been described in other studies and demonstrates that, at
least in part, miRNAs can be selectively packaged into
exosomes [9,23]. In addition, our profiling experiment also
revealed that the miRNA content of exosomes is altered
by the culture conditions. This experiment led to the
identification of miR-503, the exosome levels of which are
decreased under tumor conditions despite cellular levels
being unaffected. Notably, miR-424, which belongs to
the same cluster as miR-503, also showed reduced levels
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under the same conditions. MiR-503 is known to inhibit
proliferation, migration and tube formation in endothelial
cells under high-glucose stress conditions [33]. Moreover,
miR-503 has been widely described in the literature as
an anti-tumor miRNA that regulates the expression of
key cell cycle proteins, such as CDC25A and cyclins D1
and El, as well as cell proliferation via E2F3 and PI3K
regulation and the apoptosis status via BCL-2 inhibition
[6,25-27,33,34]. Notably, miR-503 also prevents tumor
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Figure 5: Neoadjuvant chemotherapy increases circulating miR-503 levels. (A) The miR-503 ratio according to qRT-PCR in
blood samples of breast cancer patients before and after neoadjuvant chemotherapy. (B) The miR-503 ratio according to qRT-PCR in blood
samples of breast cancer patients before and after surgery. (C) The miR-503 ratio according to qRT-PCR in tumor biopsies and residual
tumors of breast cancer patients. (D) Individual follow-up of miR-503 levels, evaluated by qRT-PCR, in blood samples of breast cancer
patients before and after neoadjuvant chemotherapy. (E) Individual follow-up of miR-503 levels, evaluated by qRT-PCR, in blood samples
of breast cancer patients before and after surgery. (F) Individual follow-up of miR-503 levels, evaluated by qRT-PCR, in tumor biopsies
and residual tumors of breast cancer patients. (G) Exosome levels, measured by protein quantification, from the conditioned medium
of HUVECS treated with paclitaxel and epirubicin for 24 h. (H) The miR-503 levels, evaluated by qRT-PCR, in HUVECsS treated with
paclitaxel and epirubicin for 24 h. (I) The miR-503 levels, evaluated by qRT-PCR, in exosomes from HUVECsS treated with paclitaxel and
epirubicin for 24 h. ¥*P < 0.05, **P < 0.01 and ***P < 0.001 vs. the respective control.
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growth by interacting with the tumor microenvironment
and reducing secretion of the proangiogenic factors FGF2
and VEGF by tumor cells [35]. We obtained similar results
by modulating the expression of miRNA in MDA-MB-231
cells. The overexpression of miR-503 led to decreased
tumor cell proliferation and invasion in multiple assays,
whereas its inhibition presented opposite results. The role
of endothelial miR-503 contained in exosomes has also
been investigated by coculturing HUVECs overexpressing
miR-503 with tumor cells. This manipulation also led to
reduced proliferative and invasive properties, which could
be reversed by adding anti-miR-503 to MDA-MB-231
cells. During investigation of the mRNA targets of miR-
503 to explain these effects, we identified that miR-503
regulated cyclins D2 and D3. Cyclin D3 is already a
validated target of miR-503; however, the regulation of
the cyclin D2 had not yet been demonstrated [26]. Overall,
these data showed that endothelial cells cultured under
tumoral conditions released miR-503, which can have
antitumoral effects, into the medium.

Our human studies revealed a role for miR-503
in response to neoadjuvant therapy. Plasmatic miR-
503 levels were elevated in breast cancer patients
receiving neoadjuvant chemotherapy. As suggested by
our in vitro data, the elevation of miR-503 in the blood
after chemotherapy could originate, at least in part,
from the increased secretion of miR-503 by endothelial
cells following paclitaxel and epirubicin treatment.
Because decreased miR-503 expression was observed in
exosome-producing endothelial cells, it is likely that the
chemotherapeutic agent promotes the transfer of miR-503
to exosomes rather than the induction of its expression.

Chemotherapy

Exosomes

Endothelial cells

A similar effect has been reported in endothelial cells
submitted to ionizing radiation [36]. On the other hand,
plasmatic levels of miR-503 of patients treated only with
surgery, and tumor levels of miR-503 of patients under
chemotherapy were not affected. Therefore, it is likely
that endothelial circulating miR-503 would originate
from the entire endothelium. As previously described
by other studies, anthracyclines and taxanes induce an
endothelial toxicity which also affects endothelial cells
outside of the tumor [37]. Therefore, miR-503 might
act as a stress-induced miRNA that is essential for cell
cycle regulation. Its expression is increased upon serum
starvation of mesenchymal stem cells and is modulated
according to cell cycle progression [38,39]. Thus, we
propose a model in which endothelial cells, in response
to unfavorable conditions, such as chemotherapy or
radiation treatment, release circulating miR-503 into the
surrounding environment (Fig. 5). Endothelial exosomes
loaded with miR-503 might then inhibit tumor growth
by acting directly on tumor cells, thereby contributing
to the direct effect of these therapies. To the best of our
knowledge, this is the first report of a miRNA transferred
from endothelial cells to tumor cells via exosomes. Our
data also reveal the involvement of the endothelium in the
modulation of tumor development upon chemotherapy
treatment. In this context, miR-503 appears to be an
antitumor miRNA secreted by endothelial cells that is
able to regulate tumor cell proliferation and invasion
via the inhibition of CCND2 and CCND3. This process
might complement the direct effects of chemotherapy and
thereby help the host fight the tumor.

J Cyclin D2 and D3
J Proliferation
J Invasion

Tumor cells

Figure 6: Endothelial transfer of miR-503 elicit antitumor response during neoadjuvant chemotherapy. Endothelial cells
treated with chemotherapeutic agents release more exosomes that contain more miR-503. MiR-503 loaded exosomes induce a reduction of
breast cancer cells proliferation and invasion caused by the inhibition of CCND2 and CCND3.
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MATERIALS AND METHODS

Cell culture

The isolation and culture of HUVECs (passages
6-11) were previously described [40]. A549 and U87
cells were cultured in EMEM supplemented with 10%
FBS. HCT116 cells were cultured in McCoy’s SA medium
supplemented with 10% FBS. MDA-MB-231 cells were
cultured in DMEM 4500 supplemented with 10% FBS.

Cell transfections and treatments

Pre-miRs (25 nM; Ambion) and anti-miRs (25
nM; Exiqon) were transfected into HUVECs and MDA-
MB-231 cells using Dharmafect-4 (Dharmacon Research
Inc.) according to the manufacturer’s instructions.
CCND2, CCND3 and control siRNAs (20 nM) were
transfected based on the calcium phosphate transfection
method. Transfected HUVECs and MDA-MB-231 cells
were plated in EGM2 or complete DMEM, respectively.
After a 24-hour transfection, the cells were washed and
kept in their media for an additional 48 or 72 hours.
Functional assays were performed as described above.

Exosome purification

Exosomes were isolated and purified from the
supernatants of HUVEC cultures using the differential
centrifugations. HUVECs were cultured in EGM2 medium
containing exosome-depleted serum. After 72 h, the
medium was collected and centrifuged at 2000 g for 15
min at 4°C and then again at 12,000 g for 45 min at 4°C.
Supernatants were then passed through a 0.22-um filter
(Millipore) and ultracentrifuged at 110,000 g for 90 min at
4°C. The pellets were then washed with phosphate buffer
saline (PBS), followed by a second ultracentrifugation
at 110,000 g for 90 min at 4 °C, then resuspended in
PBS. The protein levels of the exosome preparations
were measured using the BCA Protein Assay kit (Pierce)
following the manufacturer’s instructions.

PKH67 labeling of exosomes

Exosomes were labeled with PKH67 dye (Sigma)
according to the manufacturer’s instructions, and
incubated with cells for 24 h. The cells were then washed
2 times with PBS and mounted on a slide for observation
under a fluorescence microscope.

Dynamic light scattering

Exosomes were suspended in PBS at a concentration
of 50 pg/mL, and analyses were performed with a
Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, Ltd.). Intensity,
volume and distribution data for each sample were
collected on a continuous basis for 4 min in sets of 3.

Flow cytometry

Cells were first saturated for 30 min in PBS
containing 5% BSA and incubated for 1 h at 4°C with
the following antibodies: anti-avp3 integrin (Chemicon),
anti-CD9 (Santa Cruz), anti-CD31 (Dako), anti-CD63
(BD-Biosciences), anti-CD105 (Dako), anti-E-selectin
(Abcam), anti-ICAM-1 (Abcam), anti-V-CAM1 (Abcam),
anti-VE-Cadherin (Enzo Life Sciences) and anti-VEGFR2
(Cell Signaling). Cells were then incubated with a biotin-
coupled secondary antibody for 30 min and then incubated
with streptavidin-PE for 30 min before being analyzed
on the FACSCalibur flow cytometer (BD Biosciences).
Exosomes were incubated for 30 min with latex beads
(Invitrogen), then the exosome-coated beads were
subjected to the same steps.

Patients

Ethical approval was obtained from the Institutional
Review Board (Ethical Committee of the Faculty of
Medicine of the University of Liege) in compliance with
the Declaration of Helsinki. Patients with newly diagnosed
primary breast cancer were prospectively recruited at
CHU of Liege (Liege, Belgium) from July 2011 to July
2013. All patients signed a written informed consent form.
This work consisted of a prospective study and did not
influence the treatment of the enrolled patients; 29 patients
were included in this study. Blood samples were collected
into 9-mL EDTA-containing tubes. Plasma was prepared
within 1 h by retaining the supernatant after double
centrifugation at 4°C (10 min at 815 g and 10 min at 2500
), then stored at -80°C.

Seventeen patients with primary locally advanced
breast cancer received neoadjuvant chemotherapy (NAC)
with 3 or 4 courses of alkylating agents (cyclophosphamide
or fluorouracil) and anthracycline-based chemotherapy
(epirubicin) followed by 3 or 12 courses of tubulin-
binding agents (docetaxel or paclitaxel). Eight of these
patients did not achieved pathological complete response
(ypTONO, following the AJCC-UICC classification)

For those 8 non responders, 4-pum tumor slices from
formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) tissues samples
were obtained from diagnostic core-needle biopsies (2
to 3 passes in the primary tumor) and the corresponding
remaining tumor. The histological statuses of all 8 tissues
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samples were established with hematoxylin and eosin
staining of the FFPE sections by a pathologist.

Circulating miR-503 levels were also analyzed in a
cohort of twelve primary breast cancer patients that did not
receive any chemotherapy, and their plasma was collected
8 days before and 3 months after surgery.

Electron microscopy of whole-mounted immuno-
labelled exosomes

Exosome were placed on Formvar-carbon coated
nickel grids for 1 h, washed 3 times with PBS and fixed
with 2% paraformaldehyde for 10 min. After 3 washes,
grids were then incubated for 2 h with the following
antibodies: anti-CD63 or anti-CD105. Exosomes were
then washed 5 times and incubated with a 10 nm-gold
labeled secondary antibody. They were washed 5 more
times and post-fixed with 2.5% glutaraldehyde for 10
min. Samples were contrasted using 2.5% uranyl acetate
for 10 min followed by 4 washes and an incubation of
10 min in lead citrate. Grids were finally washed 4 times
in deionized water and examined with a JEOL JEM-1400
transmission electron microscope at 80 kV.

Electron microscopy of exosome uptake in MDA-
MB-231

MDA-MB-231 cells were treated with exosomes
(final concentration, 20 pg/mL) dissolved in PBS. After 0,
2, 8 and 24 h pre-incubation, the MDA-MB-231 cells were
washed with PBS and fixed in 2.5% glutaraldehyde/1%
paraformaldehyde in 0.1 M PBS (pH 7.4) for 2 h at 4°C.
Then, the cells were washed 3 times in PBS for 10 min at
4°C and post-fixed for 30 min with 2% osmium tetroxide.
After dehydration in graded ethanol, samples were
embedded in Epon. Ultrathin sections were obtained with
a Reichert Ultracut S ultramicrotome then contrasted with
uranyl acetate and lead citrate. Observations were made
with a JEOL JEM-1400 transmission electron microscope
at 80 kV.

MicroRNA profiling

Total RNA was extracted with the miRNeasy kit
(Qiagen) following the manufacturer’s protocol, and cel-
miR-39 and cel-miR-238 were spiked into the exosome
samples. Reverse transcription was then performed
using the miRCURY LNA™ Universal RT microRNA
PCR, polyadenylation and cDNA synthesis kit (Exiqon,
Denmark). Quantitative PCR was performed according to
the manufacturer’s instructions on microRNA Ready-to-
Use PCR panel 1. The controls included reference genes,
inter-plate calibrators run in triplicate (Sp3) and negative
controls.

Cell coculture and functional assays

For cocultures, endothelial donor cells were seeded
onto 6-well plates. After 8 hours, transwells were added,
and tumor cells were seeded onto the inner part of the
transwell membranes. After 48 h of incubation, tumor cells
were collected and analyzed.

Proliferation assays

For the luminescence proliferation assay, MDA-
MB-231 cells were transfected or incubated with
transfected HUVECs on a 24-well plate. After 48 h,
150 pg/mL of luciferin was added per well, and the
luminescence was quantified using the bioluminescent
IVIS imaging system (Xenogen-Caliper).

For the BrdU incorporation assay, MDA-MB-231
cells were transfected and seeded into 96-well plates for 40
h. BrdU was added for 8 h, and proliferation was assessed
using the Cell Proliferation ELISA BrdU (colorimetric) kit
(Roche) following the manufacturer’s instructions.

Spheroid invasion assay

Spheroids were prepared as previously described
[41]. Briefly, spheroids composed of transfected MDA-
MB-231 alone or with transfected HUVECs were allowed
to form in 96-U-well suspension plates for 48 h. Spheroids
were then collected and seeded for 48 h inside a 3D
collagen matrix with culture medium. Pictures were taken
to quantify the invasion level by measuring the area of
invasion using ImageJ software.

Boyden chamber assay

Transfected MDA-MB-231 cells were seeded
into 8-um 24-well Boyden chambers (Transwell; Costar
Corp) and subjected to cell invasion assays. The lower
chamber was filled with 600 pL of complete DMEM, and
transfected MDA-MB-231 cells were placed in 300 pL of
free DMEM in the upper chamber and allowed to migrate
for 4 h at 37°C. After fixation, cells were stained with 4%
Giemsa and counted on the lower side of the membrane
using Image]J software.

Chemotherapy treatment of endothelial cells

HUVECs were cultured in EGM2 supplemented
with 1 pg/mL epirubicin or 20 ng/mL paclitaxel. After
24 h, the medium was swapped with exosome-depleted
medium, and the cells were cultured for 72 additional
hours before being collected for exosome purification.
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Preparation of cell extracts and Western blot
analysis

Cells were washed with PBS and scraped
into lysis buffer [50 mM Tris-HCl (pH = 7.5); 1%
NP40; 0.5% sodium desoxycholate; 1 mM EDTA;
protease inhibitor cocktail cOmplete Mini, EDTA free
(Roche)] on ice. Insoluble cell debris was removed
by centrifugation at 10,000 g for 15 min. Aliquots of
protein-containing supernatant were stored at -20°C, and
protein concentrations were measured using the BCA
Protein Assay kit (Pierce) following the manufacturer’s
instructions.

Soluble cell lysates (50 pg) were resolved using
SDS-PAGE (12%) and transferred to polyvinylidene
fluoride membranes (Millipore). Blots were blocked
overnight with 8% milk in Tris-buffered saline with 0.1%
Tween 20 and probed for 1 h with the following primary
antibodies: anti-CCND1 (Cell Signaling), anti-CCND2
(Cell Signaling), anti-CCND3 (Cell Signaling), and
anti-beta-tubulin (ab6046, Abcam). After 3 washes with
Tris-buffered saline containing 0.1% Tween 20, antigen-
antibody complexes were detected with a peroxidase-
conjugated secondary antibody and the enhanced fluoro-
chemiluminescent system (ECL; Pierce Biotechnology).
Quantifications were performed using ImageJ software
and are presented in bar graphs normalized to the levels of
the corresponding loading control (B-tubulin).

RNA extraction, miRNA and mRNA expression
analysis using the TagqMan microRNA assay and
quantitative real-time PCR analysis.

Total RNA was extracted using the miRNeasy kit
(Qiagen) following manufacturer’s protocol, and cel-
miR-39 and cel-miR-238 were spiked into exosome and
plasma samples.

TaqMan assays were used to assess miRNA
expression. Briefly, 10 ng RNA was reverse transcribed
into ¢cDNA using the TagMan microRNA Reverse
Transcription kit and the TagMan microRNA assay

Table 1: Primer sequences.

stem loop primers (Applied Biosystems). The resulting
cDNAs were used for quantitative real-time PCR using
the TagMan microRNA assay and TagMan universal
PCR master mix reagents (Applied Biosystems). Thermal
cycling was performed on an Applied Biosystems 7900
HT detection system (Applied Biosystems). For the cells,
the relative miRNA levels were normalized to 2 internal
controls, RNU-44 or RNU-48. For the plasma and
exosomes, the relative miRNA levels were normalized
to the 2 spiked-in miRNAs: cel-miR-39 and cel-miR-238
(Applied Biosystems).

For mRNA expression analysis, RNA was
extracted using the miRNeasy kit (Qiagen) according
to the manufacturer’s protocol. cDNA synthesis was
performed with 1 pg of total RNA and the iScript cDNA
Synthesis kit (BioRad), according to the manufacturer’s
instructions. The resulting cDNA transcripts (20 ng)
served as the template for quantitative real-time PCR
using the SYBR green method (Roche Applied Sciences).
Thermal cycling was performed on an ABI Prism 7900 HT
Sequence Detection System (Applied Biosystems). For
all reactions, no-template controls were run, and random
RNA preparations were also subjected to sham reverse
transcription to verify the absence of genomic DNA
amplification. Quantitative real-time PCR was performed
using the SYBR green method (Bioline and Thermo
Fisher Scientific). Thermal cycling was performed on an
Applied Biosystems 7900 HT detection system (Applied
Biosystems). The relative transcript level of each gene
was normalized to the housekeeping genes cyclophilin-A
(PPIA) and/or glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase
(GAPDH). Primers were designed using Primer Express
software and selected to span exon-exon junctions to
avoid the detection of genomic DNA (primer sequences
are provided below).

Sequences of qRT-PCR primers, siRNAs and
antagomir

All primers, siRNAs and control siRNAs were
synthesized by IDT-DNA

Gene Forward primer Reverse primer

hsa CCND1 CAATGACCCCGCACGATTTC CATGGAGGGCGGATTGGAA

hsa CCND2 CTCGAGGGATGCCAGTTGGGCC GCGGCCGCCAAAAGCGTGAATCATTGCC
has CCND3 TACCCGCCATCCATGATCG AGGCAGTCCACTTCAGTGC

has GAPDH GCATCTTCTTTTGCGTCGC CCAAATGCGTTGACTCCGA

has PPIA CCAACACAAATGGTTCCCAGT CCATGGCCTCCACAATATTCA

Name Sense strand Antisense strand

siRNA CCND2 GGCAUGAUUAGAUUGCAAAGCAATG CAUUGCUUUGCAAUCUAAUCAUGCCAU
siRNA CCND3 CUUACUGUAAUAAAGAUGAUUGUGA UCACAAUCAUCUUUAUUACAGUAGGAU
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Luciferase assay (3’-UTR reporter assays)

MDA-MB-231 cells were transfected with 30
pmol of pre-miR-Ctrl or pre-miR-503 with 0.6 pL
of DharmaFECT-4 (Dharmacon Research, Inc.). The
next day, the cells were transfected with 0.1 pg of the
psiCHECK?2 vector (Promega) expressing the 3’-UTR
of the human CCND2 mRNA (nucleotides 1-2040)
or the mutated 3’-UTR of the human CCND2 mRNA
(QuickChange 1II Site-Directed Mutagenesis Kit,
Agilent) with JET-PEI (Polyplus transfection) according
to the manufacturer’s instructions. The wild-type
region of the 3’-UTR human CCND2 mRNA miR-503
binding seed sequences were 1: 5’-GCUGCUA-3’, 2:
5’-CGCUGCUA-3"and 3: 5>-GCUGCUA-3’. The mutated
region of the 3’-UTR human CCND2 mRNA miR-503
binding seed sequence were 1: 5’-AAUAAUA-3’, 2:
5’-CAAUUUUA-3’ and 3: 5>~ AAUAAUA-3’. After 24
h, the luciferase assay was performed using the Dual-
Luciferase Reporter Assay System (Promega). Renilla
luciferase activity was normalized to firefly luciferase
activity.

Data analysis

All values are expressed as the mean + SD (in vitro
experiments) or the mean = SEM (patient analyses).
Comparisons between various conditions were assessed
using two-tailed Student’s t tests. Analyses of patients
before and after treatments (Fig 4) were performed using
two-tailed paired t tests. P values less than 0.05 were
considered statistically significant.
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