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SOMMAIRE

La cellule myoépithéliale mammaire (CMEM) possède des caractéristiques uniques.

Située à la base de l’épithélium glandulaire du sein, elle présente des propriétés mixtes,

épithéliales et musculaires. Parce qu’elle ne synthétise pas de protéines du lait (sa

contraction en faciliterait simplement l’éjection) et qu’elle semble rarement donner

naissance au cancer mammaire, on l’a rapidement jugée accessoire. Plus d’un siècle après la

description initiale de la CMEM, sa nature véritable demeure donc méconnue.

Paradoxalement, en pathologie mammaire, on recherche quotidiennement les CMEM

autour des foyers de carcinome par immunohistochimie (JEC), leur disparition étant un

indice probant de malignité. Déterminer la présence ou l’absence de CMEM a donc une

grande importance pour les patientes atteintes de cancer; l’alpha-actine du muscle lisse

demeure le principal marqueur employé à cette fin. Nonobstant la réputation d’«alliée de

l’hôte» de la CMEM, un nombre grandissant d’études moléculaires suggèrent que des

carcinomes du sein particulièrement agressifs tirent leur origine de cette cellule méconnue.

Estimant que le faible nombre et la spécificité des marqueurs de CMEM utilisés

couramment en sénologie pourraient contribuer à masquer l’importance physiologique de

ce type cellulaire chez l’humain, nous avons caractérisé les CMEM d’échantillons de sein

foetal (12), de sein adulte normal au repos (13) et de diverses lésions mammaires (16),

principalement par microscopie optique et par immunohistochimie indirecte. Nous avons

aussi employé des colorations enzymatiques et des réactions de transcription inverse suivies

de réactions de polymérase en chaîne (RT-PCR) sur cellules microdisséquées au laser. Ces

travaux visaient à mieux documenter les propriétés de la CMEM, notamment pour

optimiser sa recherche par IHC à des fins diagnostiques, pour approfondir des aspects

encore sous-documentés/controversés de sa biologie et pour préciser le contexte

d’utilisation, en pathologie mammaire, de 15 marqueurs myoépithéliaux reconnus et

putatifs.

Nos travaux apportent des précisions inédites sur les propriétés de CMEM humaines

foetales et pathologiques et mettent en évidence des variations inattendues, non aléatoires

du phénotype de la CMEM humaine; certaines de ces variations sont similaires dans le sein

foetal, adulte normal et pathologique. Nos données s’opposent à la réputation de «cellules



iv

l’établissement et à la médiation d’interactions épithélio-stromales que tout autre type

cellulaire de l’épithélium mammaire et pouffaient être des constituants cruciaux du micro-

environnement de progéniteurs mammaires (et/ou même agir elles-mêmes comme

progéniteurs dans certains contextes).

Par l’importance physiologique qu’elles confèrent aux CMEM, nos observations

ouvrent des avenues nouvelles pour la solution de problèmes de sénologie auxquels les

cliniciens et chercheurs se heurtent et ce, parfois depuis des décennies. À moyen terme, nos

travaux devraient permettre d’optimiser les batteries d’anticorps utilisées à des fins de

diagnostic en pathologie mammaire. Enfin, nos résultats nous amènent à proposer un

modèle original de l’initiation de la morphogenèse du sein in utero et à redéfinir les CMEM

comme des cellules plastiques qui, au travers d’interactions impliquant des signaux de

nature biochimique, spatiale et/ou physique, subissent les influences inductives de leur

micro-environnement (la jonction épithélio-stromale du sein) et agissent à leur tour sur

celui-ci.

MOTS CLÉS

Cellule myoépithéliale mammaire, développement, histologie, humain,

immunohistochimie, médecine translationnelle, oncologie, pathologie, physiologie, sein



ABSTRACT

(J As their name suggests, the myoepithelial celis that form the basal layer of the

human mamrnary epithelium (CMEM) disclose smooth muscle-like and epithelial

properties. Since they do flot synthesize milk proteins (their contraction is thought to

facilitate milk ejection) and they very seldom give rise to carcinomas ofthe breast, they are

usually perceived as accessory breast ceils. Their study lias been neglected: more than a

century afier their discovery, their properties rernain ill-defined and ofien controversial.

Paradoxically, immunohistochemical (IHC) localization of CMEM is an important, daily

diagnostic procedure in breast pathology whicli lias serious consequences for patients:

indeed, a discontinuous layer of residual CMEM (typically located using alpha-srnooth

muscle actin) is strongly suggestive of invasion. Nevertheless, according to recent

molecular studies, some aggressive breast carcinomas could unexpectedly arise from the

“host-friendly” CMEM.

As we believe that the small number and the specificity of the CMEM markers

currently used in breast studies might contribute to obscuring the importance of this ceil

type in human medicine, we studied the CMEM in fetal breasts (12), adult normal resting

breasts (13) and various breast lesions (16), mainly by light microscopy and

irnmunohistochemistry. We also used histochemical methods for enzymes and reverse

transcription — polymerase chain reactions on samples of laser microdissected ceils. We did

this in order to optimize CMEM localization by liC for diagnostic purposes, to explore

unknown!controversial aspects of CMEM biology, and to evaluate the efficiency of 15

recognized and putative myoepithelial markers in cunent breast pathology uses.

Our study allowed us to make original observations on the properties of fetal and

pathological CMEM; it also highuighted unexpected, non-random variations of the human

man-miary myoepithelial phenotype; sorne of these variations were found in the fetal breast,

the aduit normal resting breast and in various breast lesions. Contrary to the notion that

CMEM are «accessory» breast celis, our data indicate that they are more likely than any

other mammary epithelial ceil type to mediate epithelial-mesenchymal interactions and that

they could be essential components of the elusive mammary stem ceIl’s microenvironrnent

(and/or perhaps act sometimes themselves as progenitors).
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Our data endow the human CMEM with a physiological importance at least equal to

(J that of luminal epithelial breast celis, hence providing new insights into several

problems in breast pathology. We believe our findings should facilitate the optimization of

antibody panels used for diagnostic purposes in the near future. Our resuits lead us to

propose a new model of early human mammary morphogenesis and re-define CMEM as

highly plastic celis that act on - and are acted upon - by their microenvironment (the

breast’s epithelial-stromal junction) through multiple interactions involving their

integration ofbiochemical, spatial as well as physical inductive cues.

KEY WORDS

Breast, development, histology, human, imrnunohistochemistry, mammary myoepithelial

ceil, oncology, pathology, physiology, transiational medicine
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INTRODUCTION

La cellule myoépithéliale mammaire (CMEM) humaine occupe la base de

l’épithélium du sein; elle présente des propriétés mixtes, épithéliales et musculaires. La

CMEM ne synthétise pas les protéines du lait; elle faciliterait simplement l’éjection de ce

dernier en se contractant. Elle ne donne que très rarement naissance à des carcinomes.

L’ayant jugée accessoire, on l’a peu étudiée de sorte que plus d’un siècle après sa

description, ses propriétés restent méconnues et controversées. Paradoxalement, la

localisation par immunohistochimie (il-IC) de la CMEM est une technique d’appoint

fréquemment utilisée pour le diagnostic des lésions mammaires1; depuis la fin des aimées

1 98O23, l’alpha-actine du muscle lisse est le principal marqueur employé à cette fin. Ainsi,

autour des foyers de carcinome, la disparition des CMEM «résiduelles» est considérée

comme un indice probant de malignité. L’évaluation des CMEM a donc un impact très

important sur le diagnostic posé et sur les suites du traitement.

En clinique, les cellules de carcinomes mannnaires présentent rarement un

phénotype basal/myoépithélial. Pourtant, un nombre grandissant d’études moléculaires

proposent que des carcinomes du sein particulièrement agressifs tirent leur origine de

CMEM4’5, appuyant ainsi une minorité d’études d’THC6’7’8’9’10”2”3. Ceci remet en

question la réputation «d’alliée de l’hôte» des CMEM face au cancer - soit le fondement de

leur localisation à des fins de diagnostic en oncologie mammaire.

La suite de cette introduction replacera la CMEM humaine dans le cadre plus

général de la glande mammaire normale et pathologique, soulignant certaines controverses

liées à ce type cellulaire - et à l’organe qui l’abrite - avant de présenter notre hypothèse de

recherche, les objectifs et le plan de nos travaux.
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Revue de littérature

Tout con-mie les poils, les glandes mammaires sont des structures ectodenniques

caractéristiques des Mammifères14’15’16. Chez les marsupiaux, les régions lactifères

contiennent des poils modifiés; chez les placentaires comme l’humain, l’identité de la

structure ectodermique à l’origine des glandes mammaires ne fait pas encore

l’unanimit&7”8”9’20. Les glandes mammaires présentent un développement maximal chez

les femelles de chaque espèce; situées en position ventrale, de part et d’autre de la ligne

médiane, ces glandes synthétisent des sécrétions nutritives (colostrum, lait) qui assurent la

survie des nouveau-nés. Hormis ces traits communs, les glandes mammaires d’espèces

distinctes présentent des différences majeures’7”8 quant à 1- leur nombre; 2- leur

distribution dans l’axe rostro-caudal (cervicale, thoracique, abdominale et/ou inguinale); 3-

la composition biochimique des sécrétions élaborées; 4- le niveau de développement

glandulaire chez les femelles nullipares et les mâles; 5- la nature, l’incidence et la gravité
71”2324’5des lesions qui les affectent. L’etude de ces variations ‘‘ suggere que les biais

associés aux extrapolations inter-espèces pourraient être plus importants dans les études

concernant les glandes mammaires que dans celles concernant d’autres organes

phylogénétiquernent moins récents (ex. l’oeil, un organe de présentation stable, commun à

plus d’une classe de Vertébrés). Dans cette thèse, le terme (f sein » désigne uniquement la

glande mammaire humaine.

Le sein adulte normal au repos

Architecture sub-macroscopique

L’architecture sub-macroscopique du sein adulte au repos, très élaborée dans les

trois dimensions, peut être difficile à apprécier sur coupes tissulaires26’27’28’29; elle fait

d’ailleurs l’objet de controverses, les résultats de certaines études étant reçus avec

scepticisme (ex. description d’anastomoses entre territoires épithéliaux30). Dans cette thèse,

pour éviter toute confusion reliée à la nomenclature, nous utiliserons la terminologie de

Wellings et coll.26, illustrée à la Figure I.
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Figure I Terminologie décrivant larchitecture sub-macroscopique du sein

Les canaux excréteurs mammaires (CE) sont soutenus par un mésenchyme

richement collagénisé et peu cellulaire appelé stroma «extra-lobulaire» (syn. stroma inter

lobulaire). Celui-ci contient d’importants amas graisseux; la fonction de ces amas reste

incertaine31’32. En surface, au pâle “proximal” de la glande, les CE s’ouvrent à la peau via

les sinus lactifères du mamelon; en profondeur - soit au pôle «distal» ou «périphérique» de

la glande, les CE se ramifient dichotomiquement à plusieurs reprises dans le stroma extra

lobulaire.

Les structures sécrétrices mammaires se retrouvent en périphérie de la glande.

Chacune d’elle offre l’aspect d’une grappe dont les éléments constitutifs arrondis — les acini

— déversent leurs sécrétions dans un canal unique qualifié de «terminal» (CT). Chaque

regroupement d’acini est contenu dans un mésenchyme lâche, très cellulaire et richement

vascularisé, appelé «stroma intra-lobulaire»; les portions proximale et distale de tout CI

sont donc exposées à deux mésenchymes très différents. À cet égard, les fibroblastes intra

et extra-lobulaires représentent des types cellulaires distincts33.

Le terme «lobule» désigne un groupe d’acini reliés et le stroma qui les entoure; le

terme «unité canalo-lobulaire terminale» (TDLU) désigne quant à lui l’unité fonctionnelle

HPS,_bOX

Légende A, acini sécrétofres; CE, canal excréteur extra-lobulafre; CT, canal terminal; CT(d), portion distale

de canal terminal; CT(p), portion proximale de canal terminal; Se, stroma extra-lobulaire; Si, stroma intra

lobulaire; TDLU, unité canalo-lobulafre terminale.
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indépendante comprenant un lobule et son CT. Des TDLU reliés à des canaux principaux

distincts peuvent être fonctionnellement autonomes bien qu’ étroitement imbriqués.

La jonction épithélio-stromale mammaire

L’épithélium glandulaire mammaire est bi-stratifié. Les cellules luminales

mammaires (CLUM) qui bordent les lumières des CE et des TDLU forment le

compartiment apical ou «luminah>; les CMEM qui les sous-tendent définissent le

compartiment basal ou «myoépithéliab>. Cet épithélium contient aussi des progéniteurs

dont la nature et la position restent incertains. L’épithélium est plus mince dans les CE que

dans les TDLU; dans ces sous-divisions glandulaires, les CLUM et les CMEM présentent

d’ailleurs des propriétés différentes, décrites plus loin. L’épithélium du sein repose sur une

lame basale continue, soit une matrice extra-cellulaire (ECM) spécialisée à laquelle il

adhère. Cette lame basale sépare l’épithélium du stroma extra-lobulaire au niveau des CE et

du stroma intra-lobulaire au niveau des TDLU. La zone où l’épithélium du sein prend

contact avec le stroma a été baptisée «jonction épithélio-stromale» par Ozzello34.

Figure 2 Schéma de la jonction épithélio-stromale du sein au repos

Tel que schématisé à la Figure 2, cette unité anatomique fonctionnelle comprend:

les membranes plasmiques des CLUM et des CMEM, les espaces intercellulaires, la lame

basale mammaire (incluant la lamina lucida - vue comme un espace clair entre la lame

basale et les membranes cellulaires basales - et la lamina densa), de même que le tissu

conjonctif fibrillaire, les fibroblastes «délimitants» (terme proposé par Ozzello) et l’ECM

o
Légende

o o o o
1- Membranes

cytoplasmiques de CLUM

2- Membranes
cytoplasmiques de CMEM

3- Espaces inter-cellulaires

4- Lame basale (lamina
lucida, lamina densa)

5- Tissu conjonctif fibreux

6- Matrice extra-cellulaire

7- Fibroblastes délimitants
4

EEZE

OA
N.B. Le pointillé délimite la
jonction telle que définie par
Ozzello.
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sous-jacents. La dynamique physiologique propre à cette unité demeure sous-documentée

dans le sein. En revanche, des études réalisées sur les jonctions épithélio-stromales des

glandes mammaires de rongeurs et de la peau humaine soulignent la complexité et

l’importance des processus physiologique qui s’y déroulent. Le degré de détail du schéma

de la Figure 2, inspiré de photographies prises en microscopie électronique (environ

1575X), est supérieur à celui possible en MO.

Lames basales, hémidesmosomes et interactions épithélio-stromales

Les lames basales sont des ECM macro-moléculairement très structurées35 (le tenue

«lame basale» implique une polarisation tissulaire, contrairement au terme «lame limitante

externe»). Elles ont longtemps été considérées comme des barrières mécaniques de

perméabilité variable, élaborées plus ou moins conjointement par les tissus qu’elles

«séparaient». L’étude de la peau, facile d’accès, a révélé que les lames basales sont bien

plus que des frontières passives outre la solidité qu’elles confèrent aux organes (point

d’ancrage de tissus adjacents), elles donnent naissance et transmettent des informations

physiologiquement cruciales pour les cellules - et les tissus - qui viennent à leur contact36.

Pris dans leur ensemble, ces échanges d’informations sont désignés par le terme

d’<dnteractions épithélio-stromales». Chez l’animal et l’humain, ces interactions sont

critiques au cours du développement (contrôle de l’organogenèse), mais aussi à l’âge adulte

(maintien de l’homéostasie tissulaire); beaucoup d’entre-elles s’établissent grâce aux

hémidesmosomes de cellules épithéliales basales. Les hémidesmosomes sont des structures

d’adhésion complexes36’37 qui permettent une intégration particulièrement efficace

d’informations diverses issues de l’environnement local38’39’40’41’42. La Figure 3 (page

suivante) illustre leurs principales composantes. L’atteinte de telles structures conduit à des

altérations pathologiques significatives (ex. lésions bulleuses en dermatologie43).
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Figure 3 Les composantes hémidesmosomales

N.B. Les constituants principaux de chaque composante figurent entre parenthèses (d’après la littérature citée

dans le texte).

On étudie présentement les interactions épithélio-stromales du sein normal à l’aide

de modèles tridimensionnels (xénogreffes chez la souris, cultures cellulaires à l’intérieur de

gels). L’amélioration récente de ces techniques permet d’expliquer les succès mitigés

obtenus auparavant par la culture de cellules sur gels conventionnels : la régulation de la

physiologie cellulaire par l’ECM repose sur l’élaboration de signaux biochimiques,

structuraux et mécaniques42’44’45’46’47’48. L’architecture tissulaire semble déterminante vis-à-

vis de la survie des cellules épithéliales du sein, par exemple. Ceci contribuerait notanmient

à expliquer le phénomène d’anoïkis49’5° (mort de cellules épithéliales privées de substrat

d’attache), mais aussi le phénomène inverse, soit la capacité des cellules souches

épithéliales d’échapper à l’apoptose sous certaines conditions51’52’53’54.

L’état (complexe) de repos du sein

Le sein a beaucoup été étudié en relation avec la grossesse, l’allaitement et le

développement d’anomalies mammaires, c’est-à-dire trois situations où le tissu glandulaire

subit des modifications importantes. Les autres états fonctionnels du sein (ex. foetal, adulte

Légende
1- réseau péri-nucléaire des filaments

intermédiaires (lamines, vimentine)

2- réseau trans-cytoplasmique des FI (les
kératines 5 et 14)

3- plaque d’ancrage sous-membranaire
(protéines BP230, HD1)

4- récepteurs trans-membranaires d’ECM
(intégrine a6f4; protéine BP18O; Ki67?)

5- filaments d’ancrage de la lamina lucida
(laminine 5)

6- plaque d’ancrage extra-cellulaire de la lamina
densa (collagène de type IV)

7- fibrilles d’ancrage du côté stromal de la lamina
densa (collagène de type VII)

* Noyau de CMEM
** Noyau de fibroblaste délimitant

N.B. Le pointillé délimite l’étendue théorique d’un
hémidesmosome.

/7Ç\
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normal au repos, atrophique) sont peu étudiés. Sujet à de multiples influences régulatrices

systémiques et locales, le sein à l’état «normal de repos» présente une hétérogénéité

tissulaire importante. Son aspect varie de façon importante d’une patiente à l’autre malgré

la stratification des cohortes pour l’âge, l’état menstruel, l’histoire reproductive et l’histoire

médicale - et ce, chez une même patiente. Ces variations inter-patientes, intra-patiente et

souvent même intra-TDLU ont longtemps été considérées comme artéfactuelles. Le «cycle

mensuel mammaire», découvert tardivement, serait en partie responsable de l’hétérogénéité

du parenchyme mammaire au repos.

Le cycle mensuel du sein

Décrit seulement au début des années 1970, le cycle mensuel mammaire rappelle

vaguement le cycle mensuel ovarien!utérin. Les altérations associées au cycle mammaire

s’observent essentiellement dans les TDLU; elles ont plus souvent fait l’objet d’études par

M055’56’57’58’59 et de cinétique55’60’61’62’63’64 que d’études ultrastructurales65. faute de mieux,

le cycle menstruel est utilisé comme point de référence dans cette littérature. Le Tableau I

et la figure 4 des pages suivantes résument certaines observations propres aux différentes

phases du cycle mammaire.

De concert avec l’activité sécrétoire, la vacuolisation de cellules épithéliales basales

est un trait distinctif des phases lutéale tardive et menstruelle. La nature de ces cellules

claires basales — CMEM ou cellules souches mammaires? — demeure incertaine. Les phases

lutéale tardive et menstruelle de ce cycle présentent des pics d’activité mitotique et

apoptotique apparemment espacés de trois jours (ex. jours 25 et 2$ d’un cycle de 2$ jours,

respectivement; en rétrospective59, une seule publication56 rapporte un pic mitotique en

phase folliculaire). Le pic d’activité mitotique révèle l’existence de poussées de croissance

cycliques de l’épithélium des TDLU du sein adulte au repos66’67’68. Chez l’humain, les

altérations du stroma intra-lobulaire notées au cours du cycle mammaire seraient le reflet de

poussées de croissance stromales concomittantes66. Le fait que ces activités de croissance

soient habituellement confinées aux TDLU de la femme adulte contribue sans doute à

expliquer le constat de Wellings selon lequel la majorité des lésions prolifératives du sein

ont pour origine les TDLU26’69.
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Tableau I Revue des principales altérations morphologiques des unités canalo-lobulaires
terminales associées aux différentes phases du cycle mensuel mammaire humain*

Phase Phase Phase Phase Phase
folliculaire folliculaire lutéale lutéale menstruelle

précoce tardive précoce tardive (Jours 28-2)
(Jours 3-7) (Jours 8-14) (Jours 15-20) (Jours 21-27)

Épithélium (TDLU)

Activité sécrétoire Non Non Peu marquée Marquée Extensive
Lumières Peu définies Bien définies Bien définies Bien définies Bien définies
Macrophages Abondants Fréquents Peu fréquents Peu fréquents Peu fréquents
luminaux

Distinction Difficile Peu facile Facile Facile Facile
CLUMICMEM

Vacuolisation de Fréquente; Rare; Rare; Fréquente; Généralisée;
cellules basales** variable minimale minimale importante extensive
Mitoses Occasionnelles Rares Occasionnelles Très Nombreuses

nombreuses
Corps Occasionnels Rares Rares Nombreux Très nombreux
apoptotiques

Lame basale Irrégulière et Uniforme et Uniforme et Variable et Variable et
glandulaire mince proéminente amincie très atténuée mince

Stroma intra-lobulaire

Quantité Minimale Modérée Modérée Importante Modérée
Aspect général Dense Variable-dense Variable-lâche Lâche Lâche
Oedème Variable Faible Variable Très important Important
Métachromasie*** Minimale Minimale Minimale Modérée Très importante
lnfiltrat (cellules Important Modéré Modéré Modéré Très important
de défense)

* D’après la littérature55’65 56,57,58,59,70•

** D’un point de vue quantitatif et qualitatif’, respectivement

Prise d’une couleur différente de celle du colorant. En présence de colorants basiques bleus, les granules

de mastocytes adoptent une coloration pourpre; la dégranulation de mastocytes dans le strorna intra-lobulaire

pourrait expliquer cette métachromasie.

Les études par IHC du cycle mammaire, auparavant rares, se sont multipliées suite à

la description de variations cycliques de l’expression de bd-2 dans l’endomètre et dans

l’épithélium mammaire en 19947172. La plupart ont ciblé: des produits d’oncogènes, des

marqueurs d’apoptose/de prolifération cellulaire, ainsi que des récepteurs d’hormones

stéroïdiennes et leurs co-activateurs73’74’75’76’77’78’79’80’81’82’83. Les résultats de ces études sont

souvent contradictoires (présence74’75’84 versus absence77’84 de variations dans le sein

normal; présence84 versus absence74 de variations dans le sein pathologique), comme ceux

des analyses de l’impact du moment du cycle menstruel où une patiente est opérée sur son

risque de présenter des récidives (impact77’85’86 versus absence d’impact74’87’88’89’90).
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Figure 4 Variations des activités mitotique et apoptotique dans répithélium pendant le

cycle mensuel mammaire en fonction de lâge et de la Iatéralité*

Mitose
• 25

L 25-34,i;

34 1:;

Apoptose
• 253n;

25.34 a:

34

Actuellement, le cycle mensuel mammaire demeure peu connu, possiblement parce

que : 1- ce cycle n’est pas parfaitement synchronisé avec le cycle utérin; 2- les

modifications histologiques qu’il entraîne sont irrégulières et parfois subtiles; 3- la

signification biologique de la plupart des altérations observées reste inconnue; 4- ses

implications demeurent controversées en clinique.

Ces insaisissables progéniteurs du sein adulte

La persistance de progéniteurs multipotents dans l’épithélium du sein adulte a

longtemps été considérée avec scepticisme; toutefois, depuis la caractérisation de cellules

souches adultes dans plusieurs organes, on en admet de plus en plus l’existence. Plusieurs

avenues de recherche suggéraient plus ou moins clairement leur existence depuis quelques

aimées, notamment celles relatives 1- aux poussées de croissance épithéliale extensives

péri-gestationnelles; 2- aux poussées de croissance reliées au cycle mammaire, modestes

mais quantifiables; 3- aux nombreuses voies de différenciation empruntées par les cellules

prolifératives de formes communes ou rares de carcinome du sein (métaplasie squameuse,

apocrine, myoïde, adipeuse, osseuse, cartilagineuse, mélanocytaire, myéloïde20’9’ 92939495);

et plus récemment 4- au caractère monoclonal de larges plages épithéliales dans le sein

adulte normal au repos96’97. Par le passé, ces progéniteurs ont été provisoirement et tour à

tour associés aux compartiments apical, sub-apical, supra-basal et basal de l’épithélium

mammaire, tantôt décrits comme de grandes cellules épithéliales claires et/ou vacuolées98,

* D’après la revue de littérature de Feuerhake et cou. (2003)83. Les «X» indiquent les intervalles de temps au

cours desquels ces activités sont maximales.
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tantôt comme de petites cellules épithéliales d’aspect monotone99. Curieusement, malgré les

efforts déployés pour les identifier formellement, leur identité et leur emplacement exacts

demeurent encore incertains position dans l’épithélium, nombre, attributs distinctifs,

potentiel de prolifération, potentiel de différenciation et relations exactes entre les CLUM

et les CMEM — autant d’inconnues qui alimentent encore de vifs et nombreux débats

(résumés par Srnalley et Ashworth en novembre 2003100). Ualtération plus ou moins

précoce de ces progéniteurs (ex. mutation affectant le niveau d’expression d’un gène

suppresseur de tumeur/oncogène, d’un gène gatekeeper/caretaker) pourrait expliquer le

caractère souvent multi-focal et/ou multi-centrique des carcinomes du

sein96’97’101
,102,103,104,105

Des travaux récents concernant la peau et ses annexes pourraient permettre

d’identifier, sous peu, les progéniteurs demeurés jusqu’ici insaisissables dans le sein

adulte100. Pendant plusieurs années, les efforts de caractérisation des progéniteurs

pluripotents de la peau et des poils se sont tournés vers l’assise basale de la peau et la

matrice pileuse (un groupe de cellules prolifératives, accouées à la papille dermique,

capables de générer la médulla, le cortex, la cuticule, la gaine interne et la gaine externe de

chaque poil). Récemment, on a découvert des progéniteurs multipotents de la peau adulte

dans les poils, plus précisément dans un renflement latéral de leur gaine externe106. Ces

cellules font preuve d’une plasticité remarquable, servant aussi bien de précurseurs de la

peau que des poils (voir l’article de revue de Fuchs et Raghavan107). Les concepts et

mécanismes moléculaires dévoilés par l’analyse de cellules pluripotentes et multipotentes

de la peau, très accessibles, constituent des pistes de recherche intéressantes pour étudier la

physiologie d’autres organes épithéliaux; ceci semblerait d’autant plus vrai pour le sein, vue

l’origine évolutioimaire qu’on lui attribue (annexes de la peau).

Avant de poursuivre, soulignons que trois facteurs compliquent la réalisation de

méta-analyses concernant l’état de repos du sein normal: 1- la multiplication intra- et inter

études des techniques de préparation et d’analyse des échantillons de sein, qui rend difficile

ou empêche la comparaison de données (impossibilité de déterminer si les variations sont

authentiques ou artéfactuelles); 2- le manque d’unifomiité de la nomenclature utilisée pour

décrire les portions de l’arbre glandulaire, ses populations cellulaires, les phases du cycle

mammaire; 3- le doute entourant la normalité d’échantillons de «sein normal» analysés
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dans plusieurs travaux publiés. En effet, bien que plusieurs études aient démontré que des

tissus mammaires «d’apparence saine)> peuvent présenter des altérations significatives

même lorsque prélevés à une distance jugée «sûre» de lésions bénignes ou malignes (ex.

prélèvements à quelques millimètres ou centimètres de la lésion, ou dans un quadrant non

impliqué par celle-ci)34’108’109’’°””’2”3”’4, les propriétés de tissus mammaires péri-

lésionnels sont encore souvent présentées comme celles du parenchyme du sein adulte

normal au repos. Ces trois facteurs contribuent à déformer notre perception de la «normalité

du sein adulte au repos» et donc du point de référence de beaucoup de recherches en

sénologie.

La cellule myoépithéliale du sein adulte au repos

Les propriétés de la CMEM du sein adulte normal sont résumées (parfois mises en

opposition avec celles de la CLUM) aux Tableaux II à V des pages suivantes.
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Tableau li Attributs morphologiques myoépithéliaux et luminaux dans le sein adulte*

CMEM CLUM

Apparence À la fois musculaire et épithéliale Typiquement épithéliale
Taille Petite (CE); importante (TDLU) Modérée (CE); importante (TDLU)
Forme Aplatie et fusiforme (CE); Cubique/cylindrique (CE);

étoilée ou arrondie (TDLU) cylindrique/polyhédrique (TDLU)
Orientation Parallèle à la lame basale (CE); Perpendiculaire à la lame basale

très variable (TDLU) (CE, TDLU)
Membranes Membranes apico-latérales riches en Membrane apicale plus ou moins lisse;

desmosomes; incertitude cils se vésicules de sécrétion (TDLU)
projetant vers la lumière? Membranes baso-latérales riches en

Membrane basale très riche en desmosomes
hémidesmosomes; controverse:
exclusivité des CMEM vis-à-vis de
contacts avec la lame basale?;
controverse : hémidesmosomes
spécifiques ou non aux CMEM?;
prolongements de membrane basale
ramifiés fréquents, normalement
entourés de lame basale, parfois très
développés (association avec
repliements et duplications de la lame
basale)

Cytoplasme Cytoplasme infra-nucléaire dense en MD, Cytoplasme uniformément clair
d’aspect filamenteux, présentant parfois Organelles peu nombreuses,
des vesicules inégalement développées

Cytoplasme supra-nucléaire peu dense,
granulaire, dépourvu de vésicules

Cytoplasme parfois distendu par une
vacuole unique

Organelles très peu nombreuses,
rudimentaires

Noyau Petit, irrégulier (indentations), très dense; Moyen, ovale, peu dense; nucléole
amas importants d’hétérochromatine - évident
nucléole rarement visible

* Non exhaustif. D’après, notamment34’56’65’98’99’’ 15,116,117,118,1I9,119,120,121,122 28

Tableau III Propriétés antigéniques myoépithéliales et luminales distinctives* dans le sein
adulte

CMEM CLUM

Membranes CD1O Mucine 1/EMA (angl. epithelial membrane
plasmiques antigen)

Cytoplasme a-actine du muscle lisse Kératines apicales 8,18,19
Chaînes lourdes de myosine

Calponine

Kératines basales 5, 10, 14

Vimentine

Protéine S100

Noyau p63 Récepteurs d’oestrogènes o

Récepteurs de progestérone
* Base des distinctions CLUM/CMEM faites en clinique. D’après”95’23”24.
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C
Tableau IV Profil antigénique* myoépithélial putatif dans le sein adulte

CMEM
Membranes a6f31 CD44v6 Récepteur du facteur de
plasmiques o64 Récepteur de 67kD de la croissance épidermique

Sous-unité dintégrine t4 laminine Récepteur de l’oxytocine

a3f31 P-cadhérine Récepteur de lactivine de
CD1O Connexine43 type Il

Cytoplasme o-actine du muscle lisse Cortactine Protéine gliale fibrillaire

Actine totale Gelsoline acide

Chaînes lourdes de Kératines basales 1,5, Protéine S100

myosine 10, 14, 17 Protéine S1003
Calponine Vimentine Protéine S100A4

Noyau p63

Maspine

Non exhaustif. D’après, notamment’’95’’23’’25’’26’’27’’28’’29’’30’131’’32’’33’134’135’’36’’37’’38’’39’’40’141’’42’’43’’43.

Tableau V Propriétés myoépithéliales et luminales additionnelles dans le sein adulte

CMEM CLUM

Activité Faible, absente Cycliquement élevée, sinon faible
mitotigue

Activité Cycliquement importante, sinon faible Cycliquement élevée, sinon faible
apoptotigue
Activité de Oui Non
phosphatase
alcaline endogène

Fonctions Facilitation de l’éjection des sécrétions Synthèse de protéines de sécrétions
admises lactées (contraction dans le cadre d’un lactées (de lait, en période de gestation

réflexe neuro-endocrinien déclenché et d’allaitement)
par la stimulation du mamelon par le
nourrisson); controverses : contraction
effective malgré l’effacement en période
de lactation, sans hausse d’expression
de récepteurs d’oxytocine?

Synthèse/remodelage de la lame basale

D’après, notamment55’60’61’62’63’64’95”45”46 Daprêsl4l69517W8

Par ses complexes d’adhésion nombreux et variés, la CMEM contribue à assurer la

solidité mécanique du parenchyme mammaire. Au moment de l’allaitement, elle est la cible

d’un arc-réflexe neuro-endocrinien qui en provoque la contraction, facilitant l’éjection du

lait. La séquence proposée est la suivante

succion du mamelon ou autre stimulus > stimulation nerveuse des aires hypothalamiques >

hausse de sécrétion d’oxytocine par l’hypophyse > fixation de l’oxytocine plasmatique aux

récepteurs de loxytocine de la CMEM > contraction de la CMEM.
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L’importance de la contribution myoépithéliale à l’éjection du lait ne fait pas

l’unanimité. Dans de nombreux ouvrages de référence, cette contribution est présentée

comme nécessaire’4”49; en effet: 1- aucune couche musculaire n’est visible autour des

structures épithéliales mammaires qui permettrait d’acheminer les sécrétions depuis les

TDLU jusqu’aux sinus lactifères; 2- la force de succion développée au mamelon par le

nourrisson apparaît insuffisante pour vaincre la résistance engendrée dans le long réseau de

canaux mammaires finement ramifiés. D’autres considèrent cet arc-réflexe comme un

vestige évolutif, suggérant plutôt que la hausse graduelle des niveaux plasmatiques

d’oxytocine favorise simplement la différenciation Plusieurs notent

que si la CMEM a pour rôle premier de favoriser l’expulsion du lait, il est curieux : 1- que

les CMEM renferment fréquemment moins de myofilaments dans les CE que dans les

TDLU”6”52”53; 2- que les CMEM des TDLU deviennent imperceptibles pendant la

gestation et la période d’allaitement, c’est-à-dire au moment où elles seraient théoriquement

le plus sollicitées’6’20”54; 3- que les niveaux d’expression des récepteurs d’oxytocine des

CMEM varient peu pendant la gestation et l’allaitement’48; et 4- que ces récepteurs

semblent relativement peu abondants à la surface de CMEM bien différenciées pendant la

lactation comme à l’état de repos’48 (sauf celles des CT). Malgré tout, cette fonction

myoépithéliale est généralement acceptée et souvent invoquée.

En revanche, on oublie souvent de mentionner la capacité de synthèse et de

remodelage de lame basale de la CMEM: synthèse et accumulation de collagènes et de

laminines, production de maspine et de protéinases, etc. Pourtant, chez d’autres espèces,

cette capacité a suscité un vif intérêt : elle suggère que les CMEM modulent les interactions

épithélio-stromales ilSSl56, participant ainsi à la régulation du développement

mammaire in utero et de l’équilibre homéostatique dans la glande mature. Quelques articles

suggèrent que l’importance physiologique de la CMEM humaine est grandement sous

estimée dans le sein normal et pathologique158”59”60.

Le sein foetal

Pour des considérations d’ordre éthique évidentes, très peu d’études récentes

décrivent le développement manElmaire humain in utero. Avant l’adoption généralisée de

codes d’éthique destinés à contrôler plus adéquatement l’expérimentation sur des tissus

foetaux humains, quelques études ont documenté les attributs morphologiques
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macroscopiques, microscopiques et ultrastructuraux du sein foetal. Deux publications

majeures datant de cette époque demeurent toujours d’actualité. La première, de Hughes

(1949)’, fournit une description macroscopique et microscopique minutieuse du sein foetal

basée sur une cohorte impressionnante : 70 spécimens représentatifs des trois trimestres de

la gestation. La seconde publication, de Tobon et Salazar (1974)117, comprend une

description microscopique et ultrastructurale minutieuse de sept spécimens âgés de 13 à 40

semaines de gestation. Les paragraphes suivants résument l’état actuel des coniiaissances

sur le sein foetal (selon ces publications et des articles complémentaires67”8’161”62”63).

Morphogenèse in utero

D’après la littérature, des renflements ectodermiques initialement dorso-latéraux

génèrent des lignes rnédio-latérales ventrales, les «lignes de lait», avant la 6e semaine du

développement. Ces dernières sont peu larges (2 à 4 cellules) et reposent sur un stroma

richement vascularisé. Vers la 6e semaine, ces lignes mesurent de 4 à 6 cellules de largeur

et reposent sur un mésenchyrne plus condensé. Bientôt, la portion thoracique de chaque

ligne s’épaissit alors que les autres portions s’atténuent; la persistance anormale de la ligne

serait à l’origine des mamelons et glandes mammaires sur-numéraires ectopiques (retrouvés

relativement fréquemment, surtout en position médio-latérale ventrale14”64). Vers la 8e

semaine, le tissu mammaire se compose d’un petit regroupement de cellules ectodermiques

délimité par une lame basale et de cellules mésenchymateuses étroitement associées à celle-

ci.

De la 8e à la 12e semaine, cet ensemble s’enfonce et croît dans le derme immature; le

mésenchyme de soutien se vascularise rapidement. Entre la l2 et la 16e semaine, un

primordium arrondi occupe l’emplacement futur du sein; dans la littérature, il est tantôt

qualifié de primordium mamelonaire17”7” 18, tantôt de prirnordium mammaire’65. La région

axillaire de certains foetus présente des structures similaires, quoique beaucoup plus petites

(«corps de Hugo Schmidt»’7); ces dernières sont probablement à l’origine du tissu

mammaire retrouvé, chez certains adultes, au-delà des limites habituelles de la «queue

axillaire» du sein. Entre la 16e et la 28e semaine de gestation — on note des discordances et

des lacunes importantes dans la littérature - cette structure arrondie présente des

irrégularités basales qui donnent éventuellement naissance à des excroissances solides. Les
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ébauches des poils, des glandes sudoripares et des glandes sébacées se forment à ce

moment.

Les excroissances mammaires foetales traversent plusieurs couches distinctes de

mésenchyme avant d’atteindre celle où leurs extrémités se ramifient; il y a peu de

publications mentionnant ou illustrant la période comprise entre l’émergence de ces

excroissances du primordium mammaire/mamelonaire et le moment où elles se ramifient.

La formation des lumières glandulaires débuterait pendant le troisième trimestre du

développement; le moment précis et l’endroit où apparaissent les lacunes initiales restent

controversés, tout comme les mécanismes de leur formation. Certains observent les

premières lumières dans les canaux principaux (suggérant une ouverture proximo-distale),

d’autres dans les renflements terminaux des canaux en croissance (suggèrant, à l’inverse,

une ouverture rétrograde). Selon les études disponibles, l’ouverture des lumières

mammaires résulterait d’une desquamation’66(cité par162) et/ou d’une lyse

cellulaire/apoptose’67(cité par161). La plupart des auteurs sTentendent au moins pour dire que

ce processus de canalisation prend fin au 8e mois de la grossesse.

Soumis à l’influence des hormones maternelles, le sein foetal (masculin ou féminin)

présente une activité sécrétoire au cours du troisième trimestre de gestation. L’importance

de cette activité est très variable d’un individu à l’autre, ce qui explique que des

écoulements mammaires ne soient présents que chez certains nouveau-nés (angi. witches’

rnilk). En général, ce phénomène s’estompe dans les jours suivant la naissance.

À la naissance, les glandes mammaires de foetus distincts (masculins ou féminins)

présentent des niveaux de développement très inégaux; en période périnatale, les

développements morphologique et physiologique de la glande sont typiquement

déphasés168’169’170. Contrairement à la glande mammaire de plusieurs rongeurs, le sein ne

présente pas de dimorphisme sexuel in utero. En effet, les souris et les rats mâles sont

souvent dépourvus de tissu mammaire, y compris de mamelons (agénésie du primordium

mammaire, un phénomène précoce et androgènes-dépendant initié par le mésenchyrne

associé18’171).
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L’NC a pris son essor à une époque où les possibilités ouvertes par la science

nécessitaient déjà de réglementer plus strictement l’expérimentation sur des tissus foetaux

humains. Le sein foetal a donc fait l’objet d’un nombre très limité d’études

immunohistochimiques, ses attributs antigéniques demeurant méconnus.

Les précurseurs myoépithéliaux du sein foetal

JJépithélium du sein foetal renferme des CLUM et des CMEM immatures

clairement identifiables à partir du deuxième trimestre gestationnel”7 Les caractéristiques

morphologiques distinctives des précurseurs myoépithéliaux incluent: une position

périphérique, une taille inférieure et une densité supérieures à celles des précurseurs

luminaux. Les précurseurs myoépithéliaux se démarqueraient aussi des précurseurs

luminaux par leur forme et leur orientation «déterminées», ces attributs différant cependant

selon la source consultée (ex. cellules fusiformes au grand axe parallèle à la lame basale

versus cellules cylindriques au grand axe perpendiculaire à la lame basale). Le Tableau VI

présente les propriétés antigéniques des précurseurs foetaux de CMEM telles que décrites

avant la publication de nos résultats’72.

Tableau VI Profil antigénique de précurseurs foetaux de la cellule myoépithéliale du sein
selon la littérature

2e trimestre gestationnel 3e trimestre gestationnel

Membranes Sous-unité dintégrine a2 ÷173 CD1O 174

plasmiques Sous-unité dintégrine o6 + Thrombospondine ÷175

Sous-unité dintégrine pi 173

Sous-unité dintégrine f34 173

CD1O 174

Thrombospondine +175

Cytoplasme o-actine du muscle lisse 169 o-actine du muscle lisse
Kératine 14 169 Kératine 14 163

Vimentine 169 neu + (cytopl.)177
Noyau bd-2 ÷178 bd-2 ÷176.178

Légende : +, positif; - , négatif.

N.B. Gould et colL’79 décrivent des précurseurs positifs pour les sous-unités d’intégrine Œ6 et f31 pour quatre

spécimens foetaux d’âges non précisés. Osin et coll.17° rapportent que de 10 à 22% des cellules épithéliales

mammaires sont positives pour le Ki67 au deuxième trimestre de gestation, mais ils ne précisent pas la

position des cellules réactives et ne les illustrent pas.
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Le sein pathologique

Cette section renferme certaines notions de base en pathologie mammaire; elle

revoit, à l’intention de ceux qui seraient moins familiers avec le domaine, quelques

problèmes auxquels les pathologistes se butent depuis des décennies180’181’182 20,93,95 L’état

actuel des connaissances sur les propriétés des CMEM résiduelles et pathologiques fait

ensuite l’objet d’un bref résumé.

Les lésions non néoplasiques du sein comportent souvent une prolifération

cellulaire double (comportant des CLUM et des CMEM) ou principalement rnyoépithéliale.

Au contraire, dans la majorité des carcinomes (in situ et invasifs), les cellules altérées

affichent des attributs morphologiques et antigéniques suggérant une origine lurninale. Les

zones de prolifération in situ sont bordées par des CMEM dites «résiduelles» qui

disparaissent autour des foyers d’invasion.

Chez l’humain, les néoplasmes mammaires bénins les plus fréquents sont les

fibroadénomes. Ils comprennent une composante stromale importante, associée à des

éléments glandulaires d’aspect normal ou refoulé (présentations dites «péri-canaliculaire» et

«intra-canaliculaire»; les raisons biologiques de cette différence ne sont pas claires). Des

études d’IHC indiquent que les fibroadénornes dérivent habituellement du stroma intra

lobulaire33’183”84. En comparaison, les néoplasmes mammaires malins les plus fréquents

dérivent de l’épithélium mammaire. De façon très sommaire, les carcinomes in situ (non

invasifs) sont classifiés en variantes canalaires ou lobulaires; les carcinomes invasifs sont

classifiés comme canalaires spécifiques (plusieurs types), lobulaires, canalo-lobulaires, ou

canalaires de type non spécifié. Jusqu’à 80% des cancers mammaires appartiennent à cette

dernière catégorie182

Les carcinomes «rnyoépithéliaux» sont, quant à eux, rarissimes (moins de 0,5% des

diagnostics posés). Les adénomyoépithéliomes présentent une double différenciation

(CLUM et CMEM pathologiques) et sont plus fréquents que les myoépithéliomes «purs»

(ex. forme maligne : neuf cas publiés185’186”87”88”89”90”91”92”93 avant le nôtre194). Dans pius

de 50% des cas répertoriés de myoépithéliome malin du sein154’195, on observe: des

récidives multiples, une résistance aux traitements, une survie écourtée.
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De bénignité à malignité: une progression?

Les biopsies mammaires examinées en clinique, y compris celles de seins normaux,

contiennent souvent des foyers plus ou moins étendus d’altérations non néoplasiques.

Typiquement regroupées sous le vocable «changements fibrokystiques», ces altérations

incluent des kystes généralement accompagnés de fibrose stromale, diverses formes

d’hyperplasie épithéliale et de l’adénose (augmentation du nombre de structures épithéliales

retrouvées par TDLU). Une forme d’adénose associée à une fibrose stromale importante,

l’adénose «sciérosante», peut parfois ressembler aux carcinomes en MO; ses nombreuses

CMEM permettent cependant de l’en distinguer par IHC, évitant ainsi un diagnostic erroné

lourd de conséquences (ex. traitements adjuvants et chirurgie mutilante non justifiés).

Les liens susceptibles de relier diverses lésions non néoplasiques entre elles et leur

potentiel «pré-néoplasique» respectif, soit la possibilité qu’elles prédisposent au

développement de carcinomes, ont fait couler beaucoup d’encre20’26’93’95”°”81”82”96”97”98.

La publication de résultats contradictoires explique pourquoi les avis demeurent encore

partagés sur ces questions. Deux courants de pensée émergent de la littérature : dans le

premier cas, la plupart des lésions non néoplasiques du sein ferait partie d’un continuum

d’altérations menant éventuellement à l’apparition de carcinomes; la progression proposée

est la suivante

atteintes de la cellule épithéliale normale > hyperpiasie sans atypie > hyperplasie atypique

> carcinome in situ > carcinome invasif> carcinome invasif avec métastases.

Dans le second cas, on refuse d’attribuer systématiquement un statut pré

néoplasique à ces entités et on les considère plutôt comme des facteurs de risque. À l’heure

actuelle, l’étiologie de ces entités non néoplasiques demeurant incertaine et les arguments

de chaque camp nombreux, il n’a pas été possible de récuser formellement l’une ou l’autre

de ces propositions (ex. tel que revu par Rosen’99). Les deux camps s’accordent pour

attribuer une importance particulière aux foyers d’hyperplasie épithéliale dite «atypique».

Outils complémentaires de diagnostic des lésions mammaires

En clinique, le caractère discontinu de la lame basale discontinue et la disparition

des CMEM résiduelles autour des cellules néoplasiques sont considérées comme des
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indices sérieux d’invasion. De même, une lame basale continue et de nombreuses CMEM

permettent de reconnaître la bénignité de certaines lésions qui ressemblent à des cancers,

évitant ainsi un sur-diagnostic fâcheux. Depuis vingt ans, la recherche des lames basales et

des CMEM résiduelles par IHC exerce donc un impact important sur la vie des femmes

atteintes de cancer du sein (influence sur le diagnostic posé, donc sur la nature et la sévérité

des traitements préconisés).

Localisation de la lame basale

On met généralement en évidence les lames basales par JEC à l’aide d’anticorps

dirigés contre le collagène de type IV (CollIV) et/ou des laminines. Cette pratique repose

largement sur la notion voulant que ces ECM spécialisées s’opposent à l’invasion en tant

que barrières physiques, leur intégrité (continuité) étant perçue comme un signe favorable.

Le dynamisme nouvellement reconnu des lames basales et l’existence de discontinuités

dans ces structures à l’état normal20° laissent donc planer un doute sur le bien-fondé de

cette pratique.

Localisation de cellities myoépithéliales résiduelles

On considère les protéines du muscle lisse comme des cibles particulièrement

fiables pour localiser les CMEM résiduelles; une isoforme de l’actine du muscle lisse,

l’uSMA, est utilisée à cette fin depuis deux décennies2’3 malgré un manque de spécificité

reconnu (ex. vaisseaux sanguins et myofibroblastes marqués mépris pour des CMEM

résiduelles). Des marqueurs de différenciation musculaire possiblement plus spécifiques1

ont été proposés (ex. calponine), mais ils sont encore peu utilisés en pratique. Le contenu

des CMEM en filaments intermédiaires (FI) étant perçu comme moins stable, la vimentine

(VIM) et les kératines basales sont ciblées à titre complémentaire (emploi de cocktails

d’anti-kératines d’efficacité contestée194’201).

Les résultats d’études immunohistochimiques et moléculaires par l’équipe de

Barsky202’203’204’205’206’207 et de chercheurs indépendants208 sont récemment venus étayer la

réputation «d’alliée de l’hôte» de la CMEM humaine. Ces auteurs ont proposé plusieurs

arguments en faveur du rôle de défenseur naturel de la CMEM 1- sa position stratégique,

la CMEM séparant la CLUM, source de cancers, de la lame basale et du stroma; 2- ses

activités de synthèse et d’entretien de la lame basale; 3- sa capacité de promouvoir la
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différenciation des CLUM; 4- son association à des lésions bénignes et non à des lésions

malignes; 5- son apparente résistance à la transformation (allusion à la rareté des

carcinomes myoépithéliaux); 6- le caractère bénin de la majorité des lésions à composante

myoépithéliale; 7- le fait que des CMEM lésées accumulent de l’ECM, ces chercheurs

impliquant que les lésions myoépithéliales «se contiendraient» d’elles-mêmes; 8- le fait que

la CMEM produirait davantage d’inhibiteurs d’enzymes de dégradation des lames basales

que de protéases; et 9- la capacité qu’ont des lignées rnyoépithéliales humaines à freiner

l’invasion et d’inhiber l’angiogenèse in vitro.

Pourtant, en 2000, les résultats de recherches réalisées par hybridation génomique

comparafive’54 et par microarrays d’ADN complémentaires4 sont venus ébranler ce statut

nouvellement affirmé. Reproduits depuis5’209, ces résultats démontrent qu’une proportion

importante de carcinomes du sein particulièrement agressifs présentent, de façon

inattendue, un profil plus basal qu’apical. Des hypothèses oubliées refont ainsi

surface’53’210’211’212. Tel que mentionné plus tôt, ces données récentes supportent les

conclusions d’études d’IHC préalablement marginalisées. Leurs résultats avaient été reçus

avec scepticisme ou rejetés, les marqueurs employés étant rapidement jugés trop peu fiables

(ex. F16’7’8’9”°””2” 3201) Pourtant, devant les preuves qui s’accumulent213’214’215’216’2’ , les

dictats voulant que la majorité des carcinomes du sein dérivent de CLUM et que la CMEM

soit une alliée «perdue au combat» semblent chanceler.

Hétérogénéité pathologique et systèmes de classification

Le développement de lésions peut estomper focalement l’hétérogénéité normale du

tissu mammaire ou «la remplacer», beaucoup de lésions étant elles-mêmes hétérogènes.

Ainsi, la plupart des carcinomes comprennent plus d’une population cellulaire altérée. Dans

un carcinome donné, ces populations cancéreuses peuvent être physiquement isolées

(formation de foyers distincts) ou étroitement associées. Dans ce dernier cas, certaines

coexistent alors que d’autres semblent faire collusion et se fusionner. Bien que leurs

propriétés antigéniques soient variables, les cellules de ces populations ont la particularité

de réagir presque exclusivement avec des marqueurs luminaux — d’où la notion selon

laquelle la majorité des cancers du sein tirent leur origine de CLUM. On croit qu’en raison

de divers stimuli délétères, des CLUM pathologiques établissent des relations chaotiques

entre elles et avec les cellules de l’hôte (ex. CMEM et CLUM résiduelles, myofibroblastes);
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ceci expliquerait la distribution hétérogène de certains marqueurs dont l’utilité semble

considérablement réduite (ex. les intégrines218). À l’inverse, l’émergence de clones de

CLUM bénéficiant d’avantages particuliers de croissance expliquerait la distribution

anormalement extensive et uniforme de certains marqueurs dans des cas de carcinomes

agressifs.

Du fait de cette hétérogénéité constitutive, chaque carcinome du sein semble unique.

Cette variabilité rend la classification de ces entités ardue. En pratique, chaque pathologiste

a donc la responsabilité de pallier, au meilleur de ses connaissances, les limites des

classifications actuelles (ex. quel diagnostic poser en présence d’un carcinome

«intermédiaire» entre deux classes d’entités aux implications thérapeutiques dissimilaires?).

En recherche, le degré de concordance entre la réalité et la théorie influence souvent

fortement l’étape de sélection des spécimens : les cas dont le diagnostic semble

difficilement contestable par des pairs (cas dits «de textbook») seront habituellement

préférés aux lésions «intermédiaires», pourtant les plus fréquentes et les plus difficiles à

classifier en clinique.

Sources de confusion en pathologie mammaire

Les différents vocables utilisés pour désigner les sous-divisions glandulaires et les

types cellulaires épithéliaux ou mésenchymateux du sein génèrent des malentendus en

pathologie comme en physiologie mammaire. La lecture d’ouvrages de

référence20’93’95”80”8’ indique qu’à ces sources de confusion, il faut ajouter: 1- l’utilisation

de terminologies différentes pour décrire les altérations de ces sous-divisions et types

cellulaires; 2- l’application de critères de diagnostic différents; 3- la coexistence de

systèmes distincts d’évaluation du grade des lésions prolifératives mammaires (plusieurs

dérivent par contre du système de Bloom et Richardson219, évaluant la préservation d’une

capacité de formation de tubules, le polymorphisme nucléaire et l’index mitotique des

tumeurs; ex. système $carf-Bloom-Richardson-Elston-E11is22° ou «SBR-EE»); 4- le côté

subjectif de l’application de critères de diagnostic et d’évaluation de grade tumoral; 5- la

coexistence/co-utilisation de multiples termes pour désigner un même type de lésion; 6- le

regroupement d’entités parfois peu similaires, dont les mécanismes de pathogenèse restent

inconnus, sous un vocable unique; et 7- l’utilisation persistante de termes conceptuellement

désuets ou inexacts (ex. l’utilisation des termes «carcinome canalaire» et «carcinome
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lobulaire» pour différencier des entités pathologiques distinctes, pourtant toutes

généralement issues de lobules/TDLU69).

Cellule myoépithéliale humaine résiduelle, altérée, ou pathologique

En pathologie mammaire, le terme «CMEM résiduelle)) désigne toute CMEM

associée aux foyers d’un carcinome qui n’est pas un carcinome myoépithélial reconnu. Cette

désignation commune masque une réalité rarement décrite, dont l’ampleur est difficile à

saisir: le fait que les propriétés des CMEM ne sont pas uniformes. Souvent mentionnées à

titre d’anecdotes, les variations inter- et intra-individuelles de propriétés et de distribution

des CMEM résiduelles tardent à être documentées (ex. absence d’études d’IHC

systématiques et nombreux biais de la littérature limitant la réalisation de méta-analyses sur

ce sujet).

Tel que mentionné plus tôt, beaucoup de lésions non néoplasiques du sein

présentent un important contingent de CMEM. Un petit nombre d’études employant

quelques marqueurs myoépithéliaux’20’95 (souvent un seul, l’uSMA; parfois quelques-uns,

en combinaisons variables impliquant typiquement des protéines de muscle, la vimentine et

la protéine S 100) suggèrent que le «profil antigénique» de ces CMEM altérées différerait

peu de celui de CMEM normales. Au-delà de leurs rares attributs exploités à des fins de

diagnostic, les propriétés restent méconnues.

Le diagnostic des carcinomes myoépithéliaux repose sur la mise en évidence de

CMEM pathologiques; ceci requiert la démonstration d’une coexpression de protéines

musculaires (myofilaments) et de kératines (tonofilaments) au niveau cellulaire par

microscopie électronique. Cette technique nécessite un échantillonnage spécial des tissus

qui n’est pas toujours fait d’emblée puisque ces carcinomes ressemblent souvent, à s’y

méprendre, à des proliférations stromales bénignes.

Dans cette thèse, nous utiliserons : 1- le terme «CMEM normales» pour désigner les

CMEM de seins exempts de néoplasmes; 2- le terme «CMEM péri-lésionnelles)) pour

désigner les CMEM de structures glandulaires d’aspect relativement normal, situées à

proximité de néoplasmes; 3- le terme «CMEM résiduelles)) pour désigner les CMEM qui

délimitent des foyers de néoplasmes non myoépithéliaux; et 4- le terme «CMEM
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pathologiques» pour désigner les CMEM de néoplasmes impliquant une composante

myoépithéliale.

Hypothèse de recherche

Nous avons émis l’hypothèse que l’évaluation des CMEM humaines pourrait être

inadéquate en raison du nombre insuffisant et du choix des marqueurs myoépithéliaux

utilisés pour fins de diagnostic en milieu hospitalier et pour fins de recherche dans divers

centres d’étude sur le sein. À notre avis, de par sa position tissulaire et plusieurs de ses

propriétés méconnues, la CMEM serait physiologiquement cruciale — et non accessoire -

dans le sein normal et pathologique.

Objectifs

Notre objectif principal était de contribuer à la caractérisation de la CMEM

humaine, notamment: 1- pour optimiser la recherche par IHC de la CMEM humaine à des

fins diagnostiques; 2- pour documenter des aspects de la biologie de la CMEM qui font

l’objet d’incertitudes et de controverses, y compris les fondements d’utilisations actuelles

de marqueurs de différenciation rnyoépithéliale en pathologie mammaire. Outre ces

objectifs généraux, nos travaux visaient aussi, plus spécifiquement: Y- la corroboration de

données éparses d’une littérature très fragmentaire sur les CMEM du sein foetal, du sein

adulte normal au repos et du sein pathologique; 2- la comparaison d’efficacité de

marqueurs reconnus et putatifs de CMEM en pathologie pour préciser leur(s) contexte(s)

d’utilisation respectif(s), en clinique et/ou en recherche.

Plan de l’étude

Une revue extensive de la littérature disponible sur la CMEM humaine nous a a

amenés à privilégier un devis de caractérisation de la CMEM humaine comportant trois

volets inter-reliés : 1- la caractérisation de CMEM immatures normales; 2- la

caractérisation de CMEM «matures» normales; 3- la caractérisation de CMEM

résiduelles/altérées/pathologiques. Dans notre premier volet, nous avons caractérisé les

précurseurs foetaux normaux de la CMEM au cours du deuxième trimestre gestationnel,

c’est-à-dire au moment de leur apparition, selon la littérature. Cette portion de l’étude

devait nous permettre de vérifier si les marqueurs de CMEM utilisés en clinique sont des

marqueurs précoces ou tardifs de sa différenciation normale; ceci nous permettrait
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d’évaluer leur sensibilité vis-à-vis de CMEM incomplètement différenciées, soit de cellules

potentiellement moins efficaces comme «alliées de l’hôte», par exemple. Parce que l’étude

d’états pathologiques nécessite une connaissance préalable de l’état nonnal dont ils

s’écartent, la documentation de CMEM les plus «normales» possible était essentielle. Notre

second volet a été entièrement réalisé sur des tissus issus de chirurgies mammaires

esthétiques (réductions et redrapages mammaires chez des fenunes sans antécédents ni

diagnostic de lésions au sein). Enfin, des échantillons de sein pathologique ont été étudiés

afin d’établir le degré de variabilité des propriétés des CMEM résiduelles et/ou altérées

associées à diverses lésions mammaires (incluant des échantillons de carcinomes

mammaires invasifs particulièrement agressifs et de rarissimes carcinomes myoépithéliaux

malins du sein).

Dans un premier temps, avec l’approbation des comités d’éthique de la recherche

locaux, notis avons entrepris de caractériser par microscopie optique (MO) et par IHC les

propriétés de CMEM humaines d’échantillons de sein normal et pathologique; leur

immunophénotype a été étudié de manière systématique et uniforme afin de compléter, de

confirmer ou d’infirmer les données disponibles sur ce type cellulaire. Dans un second

temps, nous nous sommes assurés de la reproductibilité de nos résultats préliminaires (sur

spécimens initiaux et additionnels) et pour approfondir des résultats préliminaires jugés

particulièrement dignes d’intérêt, nous avons: 1- optimisé nos protocoles existants d’IHC;

2- mis au point de nouveaux protocoles d’IHC; 3- mis au point et employé des techniques

additionnelles (colorations enzymatiques, réaction de polymérase en chaîne - RT-PCR - sur

du matériel enrichi en CMEM microdisséquées par capture au laser). Pour l’IHC, les

conditions expérimentales retenues reproduisaient le plus fidèlement possible le contexte de

travail en milieu hospitalier afin d’accroître, tel que le demandaient nos objectifs, ta

pertinence clinique des données générées (ex. travail sur des tissus humains et choix d’une

technique accessible aux cliniciens; utilisation de réactifs — en particulier d’anticorps

primaires - disponibles commercialement seulement; voir la section Matériel et méthodes).



MATÉRIEL ET MÉTHODES

La présente section détaille les principaux aspects de notre devis expérimental d’un

point de vue plus technique que conceptuel; par souci de concision, certains protocoles et

des réflexions d’ordre technique font l’objet d’annexes distinctes à la fin de cette thèse.

Nos travaux ont reçu l’approbation des comités d’éthique de la recherche du CHUM

et de l’Hôpital $ainte-Justine; ils ont été réalisés dans le département de pathologie de deux

hôpitaux du CHLTM (pavillons Notre-Darne et Hôtel-Dieu) et au Centre de recherche de

PHôpital Sainte-Justine (laboratoire du Dr Hugo Soudeyns).

Matériel

Les CMEM et les voies d’interactions épithélio-strornales mammaires présentent des

différences inter-espèces marquées23’25’221’222, d’où notre recours à du matériel humain.

Parce que les CME humaines présentent des différences inter-organes

importantes145’223’224’225’226, il nous sembLait préférable d’étudier des CME mammaires

plutôt que salivaires ou sudoripares (longtemps utilisées comme modèles d’étude de la

CMEM). Nous avons par ailleurs choisi de travailler sur des tissus et non sur des cultures

cellulaires pour deux raisons : premièrement, les CMEM humaines mises en culture

présentent systématiquement des altérations phénotypiques (malgré le recours aux

xénogreffes ou aux gels de culture tridimensionnels); deuxièmement, à l’heure actuelle, les

milieux de culture dits «fonctionnels» ne sont pas entièrement représentatifs du micro-

environnement naturel de la CMEM humaine46: tout perfectionnés qu’ils soient, ils ne

permettent pas encore de recréer le contexte physiologique de l’organisme entier de

manière fidèle et reproductible47. L’importance du micro-environnement récemment

dévoilée par ces systèmes est précisément la raison pour laquelle l’étude descriptive de

tissus humains - même fixés - leur semblait préférable.

Échantillons de sein foetal

Les échantillons présentés au Tableau VII ont été obtenus et analysés avec le

consentement écrit des patientes. Pour fins de comparaison avec la littérature, le degré de

développement foetal est exprimé en termes d’âge gestationnel et de longueur du pied foetal

(LPF); bien que cette dernière mesure soit plus précise, l’âge gestationnel a été davantage
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utilisé dans la littérature récente et le sera donc aussi dans cette thèse, pour fins de

comparaison.

Tableau VII Échantillons de sein foetal

Code État Sexe Âge gestationnel Longueur du pied foetal

FI TFP NO 15 semaines 18 mm

F2 TFC NO 16 semaines 21 mm

F3 TFC M 18 semaines 28 mm

F4 TFP F 18 semaines 32 mm

F5 TFC F 18 semaines 32 mm

F6 TFP F 20 semaines 33 mm

F7 TFC F 20 semaines 33 mm

F8 TFP F 20 semaines 36 mm

F9 TFP F 21 semaines 32 mm

F10 TFC F 21 semaines 32 mm

F11 TFP M 24 semaines 45 mm

F12 TFC M 24 semaines 45 mm

Légende F, foetus féminin; M, foetus masculin; N/D, non disponible; TFC, tissu prélevé à l’état frais et congelé; TFP,

tissu prélevé à l’état frais et fixé/enrobé en paraffine.

Brièvement, une infirmière distribuait le formulaire d’information et de

consentement relatif au projet de recherche (Annexe I) dans le cadre des visites

préparatoires précédant toute interruption volontaire de grossesse à motif social. Le projet

n’a donc été abordé qu’avec les patientes dont la décision concernant l’avortement était

ferme, après l’évaluation — professionnelle, par un tiers - de l’état de détresse personnel

associé à cette décision. Nous avons rencontré les patientes quelques heures avant la

chirurgie. Une forte proportion d’entre elles étant mineures, leur participation au projet de

recherche impliqtiait d’obtenir leur assentiment, mais aussi le consentement écrit des

parents/tuteurs légaux.

Nous avons ainsi eu accès à des débris feto-placentaires résultant d’interruptions

volontaires de grossesse par aspiration-curetage, très rarement à des foetus complets. Les

spécimens, obtenus à l’état frais, étaient mis sur glace ou conservés à 4°C jusqu’au

prélèvement des échantillons (autant que possible, dans les minutes suivant la chirurgie).

Pour fins de confidentialité, nous avons attribué des codes alpha-numériques aux

échantillons tissulaires dès leur prélèvement.
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Macroscopiquement, de 15 à 24 semaines de gestation, les seins foetaux ont

l’apparence de petites sphères translucides à blanchâtres; ils ont un diamètre inférieur au

millimètre et font légèrement saillie à la peau. Ces structures occupent une position

thoracique presque latérale avant 1$ semaines et une position thoracique antérieure

avoisinant la ligne médio-latérale à partir de 1$ semaines. Le derme péri-mammaire est

intensément vascularisé (souvent le seul point de repère morphologique disponible pour

localiser les structures d’intérêt parmi les débris de curetage).

Échantillons de sein adulte normal au repos

Macroscopiquement, les pièces reçues étaient des segments de tissu mammaire

surmontés d’ellipses cutanées; nous avons effectué les prélèvements à l’opposé de ces

dernières, dans de fines travées blanchâtres sillonnant les amas adipeux, Le. des zones plus

susceptibles de contenir des éléments glandulaires.

Tableau VIII Spécimens de sein adulte normal au repos

Code État Sexe Âge JCMN28 Chx Diagnostic

NI TFC, TFP F 41 ans 2 RDP PMN, CFK légers, HSA

N2 TFC, TFP F 41 ans 4 RMB PMN

N3 TFC, TFP F 37 ans 6 RMB PMN

N4 TFC, TFP F 20 ans 12 RMB PMN

N5 TFC, TFP F 25 ans 14 RMB PMN

N6 TFC, TFP F 42 ans 14* RMB PMN

N7 TFC, TFP F 18 ans 15 RMU PMN

N8 TFC, TFP F 21 ans 20 RMB PMN

N9 TFC, TFP F 39 ans 20 RMB PMN, CFK légers

NID TFC, TFP F 43 ans 23 RMB PMN, CFK légers, HSA

Nu TFC, TFP F 25 ans 28 RMB PMN

NI2 TFC, TFP F 40 ans 28 RMB PMN, CFK légers

N13 TFC,TFP F 43 ans ND** RMB PMN

Légende: CfK, changements fibro-kystiques; HSA, hyperplasie sans atypie; JCMA/2$, jour du cycle menstruel de la

patiente où avait lieu la chirugie. ajusté à un cycle de 2$ jours (voirie texte): PMN, parenchyme mammaire normal; RDP,

redrapage mammaire; Rl’IB, réduction mammaire bilatérale; RliU, réduction mammaire unilatérale (compensation

d’hypoplasie); TfC, tissu prélevé à l’état frais et congelé; TFP, tissu prélevé à l’état frais et fixé/enrobé en paraffine.
* Cycle s’étant révélé anovulatoire.

** La patiente a subi une hystérectomie plusieurs années auparavant.

Le Tableau VIII résume les principales caractéristiques de nos spécimens de sein

adulte normal au repos. Brièvement, les plasticiens collaborant au projet ont remis un
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formulaire d’information et de consentement (Annexe II) et un court questionnaire à des

patientes les consultant pour une réduction mammaire bilatérale ou un redrapage mammaire

(femmes adultes, en bonne santé générale, sans antécédents de lésions mammaires). Avec

leur accord, des échantillons ont été prélevés à l’état frais et ce, le plus tôt possible après la

chirurgie. En cas de délai (ex. transport au département hospitalier d’un spécimen de

chirurgie effectuée en bureau privé), les tissus ont été réfrigérés à 4°C.

Pour fins d’uniformisation des données relatives au cycle mammaire, nous avons

utilisé l’équation proposée par Ramakrishnan et coll.59

JCMA!28 14 X (jour du cycle de la patiente au moment de la chirurgie)

(durée moyenne des cycles menstruels de la patiente) — 14

où JCMA!28 est le jour du cycle menstruel où a lieu la chirurgie ajusté sur un cycle

théorique de 28 jours et le dénominateur représente la durée moyenne des phases

folliculaires de chaque patiente (en considérant que la durée de la phase lutéale, soit 14

jours, varie peu d’une femme à l’autre).

Échantillons de sein pathologique

L’utilisation des échantillons tissulaires présentés au Tableau DC a fait l’objet de

consentements écrits de la part des patientes. Les diagnostics inscrits sont ceux qui

figuraient aux dossiers des patientes (diagnostics rendus par des pathologistes

d’expérience).

Tissus de contrôle

Nos tissus de contrôle positif d’IHC ont été prélevés à l’état frais (moelle épinière,

oesophage, peau, intestin grêle, prostate, rein), ou mis à notre disposition par le département

de pathologie d’accueil sous la forme de blocs de paraffine récemment archivés (amygdale,

côlon, thymus). À l’instar de nos échantillons mammaires, tous ces tissus de contrôle ont été

préparés selon le protocole standard des départements de pathologie d’accueil du CHUM.

Nous avons utilisé des coupes de ces tissus comme contrôles positifs conventionnels d’IHC.

Ces tissus ont aussi servi à construire quelques microarrays tissulaires à l’aide d’un appareil

à opération manuelle prévu à cet effet (MTA-1, Beecher Instruments Inc., Sun Prairie,



30

Wisconsin). Pour ces travaux, nous avons utilisé des microarrays «de contrôle d’IHC» et

non «échantillonnaux», un choix discuté à l’Annexe III. L’Annexe III présente aussi une

description de la fabrication de nos microarrays tissulaires, une liste des

avantages/inconvénients liés à leur utilisation et une courte réflexion sur les avantages

potentiels d’introduire cette technologie en milieu hospitalier.

Tableau IX Spécimens de sein pathologique

Code État Sexe Âge Chx Diagnostic

TI TFC, TFP F 12 ans RMB LPEF (hyperplasie mammaire
bilatérale fonde)

12 TFC, TFP F 20 ans RMB LPEF (hyperplasie mammaire
bilatérale fonde)

T3 TFC, TFP M 14 ans RMB LPEF (gynécomastie juvénile)

T4 TAP F 44 ans TUM LPEF (fibroadénome), adénose
sclérosante, métaplasie apocrine

15 TAP F 43 ans TUM Cicatrice radiaire, rares foyers de DCIS
(10%)

T6 TAP F 59 ans BTR CCI tubulaire de bas grade
(0/5 ganglions +)

T7 TFC, TFP F 64 ans MASt CCI de haut grade (3/8 ganglions +)

18 TFC, TFP F 72 ans MASp CCI de bas grade (1/3 ganglions +)

T9 TFC, TFP F 45 ans TUM CCI/CLI de grade intermédiaire (13/14
ganglions +)

T1O TFC, TFP F 53 ans MASt CCI de haut grade (0/25 ganglions +)

Tu TFC, TFP F 36 ans TUM CCI grade intermédiaire
(0/12 ganglions +)

T12 TFC, TFP F 74 ans MASp CLI de haut grade, foyers de LCIS
(2/11 ganglions +)

113 TAP F 27 ans TUM AMYOE (douteux); DOIS, CFK sévères

T14 TAP F 48 ans MASp AMYOE malin (1/10 ganglions +)

115 TAP F 62 ans BTR LPEF, microcalcifications

116 TAP F 62 ans TUM MYOE malin (0/18 ganglions +)

Légende (#/# ganglions +), nombre de ganglions présentant des cellules métastatiques sur le total de ganglions axillaires

prélevés; AMYOE, adénomyoépithéliome; BTR, biopsie au trocart; CCI, carcinome canalaire infiltrant; CFK,

changements fibro-kystiques; Chx, type de chirurgie; CLI, carcinome lobulaire infiltrant; DCIS, carcinome canalaire in

situ; LCIS, carcinome lobulaire in situ; LPEF, lésion proliférative fibro-épithéliale; MASp, mastectomie partielle; MASt,

mastectomie totale; MYOE, myoépithéliome; RMB, réduction mammaire bilatérale; TAP, tissu archivé fixé/enrobé en

paraffine; TFC, tissu prélevé à l’état frais et congelé; TFP, tissu prélevé à l’état frais et fixé/enrobé en paraffine; TUM,

tumorectomie.

N.B. Les échantillons Tl5 et T16 provenaient de la même patiente.
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Méthodes

Préparation des spécimens

Échantillons de sein foetal

Nous avons recouvré environ 25% des glandes immatures des spécimens se

présentant sous forme de débris feto-placentaires et 100% des glandes de foetus complets.

Chaque prélèvement, centré sur un mamelon, mesurait environ 1cm X 1cm X 0,5cm.

Certains échantillons ont été déposés dans un médium de congélation (OCT Compound,

Tissue Tek, SakuraFinetek U.S.A. mc, Torrance, CA), congelés immédiatement (sur

isopentane refroidi à l’azote liquide) puis conservés à —80°C jusqu’au moment de leur

coupe. Les autres ont été immergés pendant 24h dans un volume adéquat (au moins 20 fois

le volume de chaque échantillon) du fixateur Tissufix #2 (Chaptec, Montréal, PQ) puis ils

ont été enrobés en paraffine de manière conventionnelle (circulation automatisée sur

Tissue-Tek VIP, Miles $cientific/Bayer Inc., Toronto, ON). Le TissuFix#2, utilisé en

pratique courante au CHUM, est une solution commerciale de formaldéhyde tamponnée

modifiée (composition complète non divulguée; comprend notamment de la formaldéhyde,

du méthanol, de l’acide trichloroacétique); son efficacité s’est avérée similaire — et parfois

supérieure — à celle de «solutions-maison» de formaldéhyde tamponnée227 pour la

réalisation d’études extensives d’IHC conventionnelle. Nous l’avons aussi utilisé à

l’Hôpital Sainte-Justine pour uniformiser la préparation de tous nos spécimens récoltés de

novo et celle de certains tissus archivés mis à notre disposition au CHUM. Nous avons

préparé des coupes tissulaires de 3tm (Leica Cryocut 1800 pour les tissus congelés, Leica

R1v12145 pour les tissus fixés, enrobés en paraffine; Leica, Deerfield, IL) pour l’analyse de

ces spécimens par MO et IHC. Pour des analyses par RT-PCR de matériel microdisséqué,

nous avons aussi préparé des coupes de tissus congelés de 5im en conditions dites «RF»

(angl. RNAse-Jree; ex. port de gants, utilisation de matériaux neufs); ces conditions limitent

la présence et l’activité d’enzymes qui digèrent l’ARN.

Échantillons de sein adulte normal au repos

Pour chaque sein, nous avons prélevé quatre échantillons mesurant environ 1cm X

1cm X 0,5cm pour la congélation; quatre échantillons d’environ 1,5cm X 1cm X 0,5cm ont

été fixés et inclus en paraffine tel que décrit ci-dessus. Ces derniers étant légèrement plus
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volumineux et plus riches en graisse que nos échantillons foetaux, la durée de fixation

moyenne a été augmentée à 30h; aucun autre changement n’a été apporté aux conditions de

préparation décrites pour nos spécimens foetaux.

Échantillons de sein pathologique

Nous avons analysé certains cas à la demande de cliniciens dans le cadre

d’investigations complémentaires au diagnostic (matériel dès lors limité à des blocs de

réserve — parfois à seulement quelques coupes — de tissus inclus en paraffine). Les

échantillons reçus à l’état frais ont été préparés comme nos échantillons de sein adulte

normal.

Tissus de contrôle

Lorsque reçus à l’état frais, nos tissus de contrôle ont été préparés à l’instar de nos

échantillons de sein adulte normal.

Microscopie optique (MO)

Autant que possible, nous avons coloré des coupes de chaque spécimen à 1’HPS ou à

l’H&E (HPS coloration automatisée sur DRS-601 Sakura Diversified Stainer — Sakura

Finetek U.S.A. Inc., Torrance, CA — des coupes de spécimens en paraffine; H&E:

coloration manuelle des coupes de spécimens congelés).

Immunohistochimie (IHC)

Notre technique d’étude principale a été INC in situ, une technique utilisée en

pathologie depuis plus de vingt ans. Bien connue des cliniciens, elle contribue de manière

significative au diagnostic et à l’évaluation des lésions tissulaires228. Unissant certains

aspects de l’histologie traditionnelle et de la biologie moléculaire, les renseignements

fournis par l’immunohistochimie établissent un pont entre les informations fournies par ces

deux autres approches. Cette technique a bénéficié de nombreuses mises au point au fil des

années, ce qui lui confère des avantages indéniables229’230 (ex. réseau de fournisseurs en

équipements/réactifs bien établi; réactifs de qualité constante disponibles

commercialement; documentation préalable de nombreuses sources de biais permettant de

prévoir et de limiter leur impact).



33

Nous nous sommes abstenu d’utiliser l’immunofluorescence pour deux raisons.

Premièrement, l’impact de la conservation sur les marquages en fluorescence, autrefois

labiles, reste peu documenté. Deuxièmement, contrairement à limmunofluorescence, l’IHC

conventionnelle «enzymatique» permet d’apprécier les éléments tissulaires non marqués. À
notre avis, il s’agit d’un avantage non négligeable pour l’interprétation de résultats dans un

organe aussi complexe que le sein et pour la documentation d’échantillons tissulaires rares.

Pour permettre la comparaison des échantillons de sein foetal, adulte normal et

pathologique à l’étude, l’uniformité du traitement des tissus a fait l’objet d’une attention

spéciale. Nous avons préparé tous nos tissus dans le même département, en utilisant les

mêmes équipements pour chacune des étapes : circulation, inclusion, coupe, colorations de

routine, etc.. Toutes les fois qu’il était possible de le faire et afin de faciliter l’interprétation

de comparaisons inter-spécimens de nos résultats, nous nous sommes assurés

1- d’effectuer des prélèvements tissulaires de taille similaire et de les fixer

uniformément (nature du fixateur, durée de la fixation);

2- d’utiliser des coupes de tissu sériées adjacentes pour faciliter le repérage de

structures glandulaires données;

3- d’utiliser des coupes de tissu d’épaisseur constante (3tm);

4- d’effectuer chaque marquage sur plusieurs spécimens des trois volets du devis;

5- d’automatiser le marquage immunohistochimique le plus souvent possible;

autrement, nous avons confié nos séries plus importantes à une technicienne

d’expérience (technique manuelle plus uniforme).

Le Tableau X des pages suivantes résume nos antigènes-cibles; ils ont été

sélectionnés parce qu’ils étaient

1- des marqueurs de CMEM reconnus ou putatifs (inconnus ou peu utilisés en

clinique);

2- des composantes d’hémidesmosomes, ces complexes médiateurs d’interactions

épithélio-stromales;

3- des marqueurs reconnus ou putatifs d’agressivité dans les carcinomes mammaires

de haut grade (non myoépithéliaux)

4- et/ou des composantes du micro-environnement de la CMEM, possédant des

liens physiologiques reconnus avec elle (au moins chez le rongeur).
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Notre ensemble initial d’anticorps comprenait également trois marqueurs de lames

basales et deux marqueurs de CLUM. Les deux derniers antigènes mentionnés dans le

Tableau X n’ont pas été utilisés sur l’ensemble de nos spécimens (ciblage de Ki67 et CEA

pour vérifier certains points du modèle présenté dans le cadre de notre discussion). D’après

la littérature, les entités répondant aux critères 1 et 3 sont nombreuses; elles ne se limitent

pas à celles mentionnées dans le Tableau X (ex. thrombospondine231, connexine 43140,

EGFR201, synthase de Poxide nitrique232).
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Tableau X Antigènes-cibles (première partie)

Cible* Site** Statut HO Ca***

67LR (angl. 67-kD laminin receptor); LAMR1 (angl. laminin M CMEM: f-) Oui142’233234
receptor 1); RPSA (angl. ribosomal protein SA). CSD
Récepteur cellulaire de laminines contenues dans les
lames basales épithéliales et autres.

a6 pour sous-unité d’intégrine alpha 6 ou ITGA6 (angl. M CMEM: Oui Oui136’235’236
integrin, alpha 6); CD49f. CSD
Récepteur cellulaire de laminines sous forme
hétérodimérique (ex. a6131 o64).

31 pour sous-unité dintégrine bêta 1 ou ITGB1 (angl. M CMEM: Oui Oui237
integrin, beta 1); CD29; FNRB (angl. fibronectin receptor, (-)I
beta subunit); VLA- (angl. very late activation protein, CSD
beta polypeptide).

Récepteur cellulaire de laminines sous forme
hétérodimérique (ex. o61).

34 pour sous-unité d’intégrine bêta 4 ou ITGB4 (angl. M CMEM: Oui Oui235’236
integrin, beta 4); CD1O4. CSD

Récepteur cellulaire de laminines sous forme
hétérodimérique (ex. o6134).

Colo; MME (angl. membrane metallo-endopeptidase); M CMEM: (-) Oui238
CALLA (angl. common acute lymphocytic leukemia RSU
antigen); néprilysine; NEP (angl. membrane-associated
neutral endopeptidase); enképhalinase.

Enzyme au domaine catalytique extra-cellulaire; sa
fonction de dégradation de peptides est connue mais ses
substrats restent incertains.

CD44v6; variante 6 de l’antigène Hermès, de la P- M CMEM: (-) Oui239’24° 241

glycoprotéine 1 ou Pgpl. CSDI

Récepteur cellulaire de l’acide hyaluronique des ECM, RSU

impliqué notamment dans les phénomènes de migration
lymphocytaire dirigée.

KRTI4 pour kératine 14; cytokératine 14 ou CK14; kératine C CMEM: Oui Oui201’5242’243
de type I (acide) de 50 kD (bas poids moléculaire). CSD/
Composante cytosquelettique du réseau des FI; typique RSU
des dérivés de l’ectoderme. Indice de stratification
épithéliale.

Légende C, cytoplasme; Ca, présence rapportée dans les cellules de carcinomes autres que «myoépithéliaux

classiques»; CSD, controversé et/ou sous-documenté; CMEM, marqueur de CMEM selon ta littérature; HD,

composante d’hémidesmosome; FI, filaments intermédiaires; LB, lame basale; M, membrane(s) plasnilque(s);

N, noyau; RUV, reconnu, utilisé et validé en clinique; RSU, reconnu, sous-utilisé; UD, encore utilisé bien que

généralement considéré comme désuet; (-) ne s’applique pas, ou non rapporté.
* La première désignation de chaque cible est celle qui sera utilisée dans celle thèse. D’après le site internet

http ://www.ncbi.nlm.nih.gov/LocusLink (février 2004), Lackie et Dow244, O’Guin et cou.215. Voir page

suivante.

** À l’échelle cellulaire.

Liste non exhaustive.
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Tableau X Antigènes-cibles (deuxième partie)

KRTI7 pour kératine 17; cytokératine 17 ou CK17; kératine C CMEM: (-) Oui125’201’242
de type I (acide) de 46 kD (bas poids moléculaire). CSD
Composante cytosquelettique du réseau des FI; typique
des dérivés de l’ectoderme. Indice de prolifération
épithéliale.

VIM pour vimentine. C CMEM: Peut-être Oui7’10’’126’24
6,247

Composante cytosquelettique du réseau des FI; bien que UD

plus typique des dérivés du mésenchyme, les cellules
épithéliales l’expriment transitoirement au début de leur
différenciation. Indice d’immaturité épithéliale.

GFAP (angl. guai fibriila,y acidic protein). C CMEM: (-) Oui126’131

Composante cytosquelettique du réseau des FI; typique
de dérivés non neuronaux du neuro-ectoderme. CSD

aSMA pour alpha-actine du muscle lisse (angl. alpha C CMEM: (-) Oui5’201’243’248
smooth-muscle actin); ACTA2 (angl. actin, alpha 2); RUV
ACTSA (angl. actin alpha, smooth muscle/aortic); angl.
vascular smooth muscle actin.

Composante cytosquelettique principale du réseau
actinien.

CNNI pour calponine (angl. calponin 7); SMCC (angl. C CMEM: (-) (-)
smooth muscle-celi calponin). RSU/

Composante cytosqueleffique du réseau actinien. RUV

S10013 ou SIOOB pour protéine S100 bêta (angl. S100 C CMEM: (-) Oui249
calcium binding protein, beta - neural) CSD

Composante cytosquelellique pouvant se lier au p53.
SIOOA4 pour protéine S100A4 (angl. S700 calcium binding C CMEM: (-) Oui141’249’25°

protein A4); CAPL (angi. calcium placental protein); (-)/
métastasine-1 ou mts-1; calvasculine; FSP1 (angl. CSD
fibroblast-specific protein- 7).
Composante cytosquelettique de fonction imprécise (ex.
initiation de transition épithéliale-à-mésenchymateuse).

p63; CKAP4 (angl. cytoskeleton-associated protein 4). N CMEM: (-) Oui251’252

Composante cytosquelettique qui permet d’initier la RSU/

stratification épithéliale; aussi un marqueur de RUV

pluripotence épithéliale.

Légende : C, cytoplasme; Ca, présence rapportée dans les cellules de carcinomes autres que «rnyoépithéliaux

classiques»; CSD, controversé et/ou sous-documenté; CMEM, marqueur de CMEM selon la littérature; HD,

composante d’hémidesmosome; FI, filaments intermédiaires; LB, lame basale; M, membrane(s) plasmique(s);

N, noyau; RUV, reconnu, utilisé et validé en clinique; RSU, reconnu, sous-utilisé; UD, encore utilisé bien que

généralement considéré comme désuet; (-) ne s’applique pas, ou non rapporté.

* La première désignation de chaque cible est celle qui sera utilisée dans cette thèse. D’après le site internet

http ://www.ncbi.nlm.nih.gov/LocusLink (mars 2004), Laclde et Dow244, O’Guin et coll.245. Voir page

suivante.

** À l’échelle cellulaire.

‘k’k Liste non exhaustive.
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Tableau X Antigènes-cibles (troisième partie)

Cible* Site** Statut HO Ca***

CoIIIV pour collagène de type IV (angl. type lVcollagen). LB CMEM: Oui f-)
Composante majeure des lames basales épithéliales et CSD
autres.

CoilVil pour collagène de type VII (angl. type VII collagen); LB CMEM: Oui f-)
angl. Iong-chain collagen. CSD
Composante des lames basales épithéliales seulement.

LN5 pour laminine 5 fangl. laminin 5); épiligrine. LB CMEM: Oui (-)
Composante importante des lames basales; influence la CSD
physiologie des cellules qui la touchent.

EMA (angl. epithelial membrane antigen); MUC1 (angl. M CLUM f-) Oui1
mucin 1); PUM (angl. peanut-reactive urinaî’y mucin);
PEM (angl. polymorphic epithelial mucin).

Marqueur associé à la sécrétion la fonction des entités
porteuses de lépitope reconnu est incertaine.

KRTI9 pour kératine 19; cytokératine 19 ou CKJ9; kératine C CLUM (-) Oui1
de type I (acide) de 40 kD (bas poids moléculaire).
Composante cytosquelettique du réseau des FI; jugé
typique des dérivés de l’ectoderme.

CD34; HPCA CD34 (angl. hematopoietic progenitor ceil M FIBi f-) (-)
antigen CD34); HPCA1 (désuet, angl. hematopoietic
progenitor celi antigen 1).

Récepteur cellulaire typique — mais non exclusif - des
cellules souches hématopoïétiques.

Ki67 N CC (-) Oui1

Marqueur de prolifération cellulaire.

CEA (angl. carcinoembryonic antigen) M OncoF t-) Oui1

Marqueur de tissus foetaux et tumoraux particuliers
(signification biologique inconnue).

Légende : C, cytoplasme; CC, marqueur de cycle cellulaire en cours; Ca, présence rapportée dans les cellules

de carcinomes autres que «myoépithéliaux classiques)); CLUM, marqueur de cellules lurninales; CSD,

controversé et/ou sous-documenté; CMEM, marqueur de CMEM selon la littérature; FIBi, marqueur de

fibroblastes intra-lobulaires; HD, composante d’hémidesmosome; LB, lame basale; M, membrane(s)

plasmique(s); N, noyau; OncoF, retrouvé chez le foetus et dans certains carcinomes indifférenciés; RUV,

reconnu, utilisé et validé en clinique; RSU, reconnu, sous-utilisé; Un, encore utilisé bien que généralement

considéré comme désuet; (-) ne s’applique pas, ou non rapporté.

* La première désignation de chaque cible est celle utilisée dans cette thèse.
** À l’échelle cellulaire.

‘“‘ Liste non exhaustive.
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L’ordre d’application des anticorps primaires (i.e. l’assignation des coupes

tissulaires) a fait l’objet d’une attention spéciale. Dans un premier temps, soit pour notre

étape de vérification de la littérature, nous avons respecté un ordre précis pour tous les cas

analysés. Des lames intercalées non marquées, dites «blanches», ont été conservées au cas

où une coupe aurait été perdue pendant la technique ou pour tester un marqueur autre que

ceux envisagés initialement (ex. le p63, décrit après le début de nos travaux). Nous avons,

par exemple, utilisé des coupes consécutives pour localiser

1- des paires d’antigènes-cibles incluant un marqueur de CMEM reconnu et un

marqueur de CMEM putatif jugé particulièrement prometteur par certains

chercheurs (ex. uSMA et S100A4);

2- des entités moléculaires physiquement ou fonctionnellement liées (ex. les sous-

unités d’intégrine a6 et 134).

Notre batterie immunohistochimique initiale figure au Tableau XI. Parce que les

coupes de tissus enrobés en paraffine ont une durée de vie «sans altérations» limitée253’254,

nous avons attendu d’avoir une cohorte relativement complète — représentation des volets

foetal, adulte normal et pathologique - avant de commencer à couper nos échantillons pour

la première étape de caractérisation.

Tableau XI Batterie immunohistochimique initiale de caractérisation

Coupes de tissu Coupes de tissu fixé, inclus en paraffine

congelé

1- C. routine 1- C. routine 8- C. routine 15- KRTI9

2- CoI1VII 2- S100f3 9- CoIIIV 16- lame blanche

3- LN5 3- S100A4 10- 67LR attribuée au p63

4- a6 4- aSMA 11- LN1uJ 17- (lame blanche*)

5- f34 5- EMA 12- CD29

6- CDJO 6- GFAP 13- KRT14

7- (lame blanche*) 7- VIM 14- KRTI7

N.3. En raison de leur pertinence et/ou de la possibilité de les cibler sur paraffine, les entités qui apparaissent

en caractères gras - et le CD34, ajouté récemment - ont été conservées après notre étape initiale de

corroboration de la littérature.

* Le terme (<lame blanche» désigne une coupe tissulaire réservée pour utilisation ultérieure.



39

Nous avons systématiquement utilisé des lames de verre pré-traitées (Micro Siides

Snowcoat X-tra, Surgipath, Winnipeg, MAN) puisqu’elles minimisent le décollement des

tissus en cours de technique.

Selon le matériel disponible et à l’aide d’un protocole d’THC conventionnel (Annexe

IV), des coupes de chaque spécimen ont été marquées pour certains ou pour la plupart des

antigènes-cibles (Tableau X). Les anticorps employés à cette fin sont présentés au Tableau

XII: les antigènes-cibles y sont regroupés verticalement en fonction de leur distribution

théorique, comme au Tableau X. Cet ordre sera conservé au moment d’illustrer nos

résultats. Nos résultats pour la KRT14 ont été reproduits à l’aide d’anticorps anti-KRT14 de

fournisseurs distincts dans le sein foetal, adulte normal et pathologique.

Chaque série de coupes s’accompagnait de contrôles positifs et négatifs appropriés

(outre les contrôles internes disponibles pour plusieurs antigènes ciblés, comme les

vaisseaux sanguins péri-mammaires pour l’uSMA). Pour chaque antigène-cible, le

traitement simultané de coupes de spécimens représentatifs des trois volets de l’étude a

fourni de multiples contrôles externes tout en accroissant l’uniformité de traitement des cas.

Pour certains anticorps (anticorps utilisables sans pré-traitement sur coupes en paraffine),

nous avons eu recours à une version automatisée de notre protocole d’IHC (Dako

Autostainer — Universal Staining System, modèle 3400; Dakocytomation, Mississauga,

ON).

Deux techniques de double-marquage immunohistochimique ont été employées. Un

kit commercial Histostain-DS (Zymed, San Francisco, CA) a permis de réaliser des

doubles-marquages OESMA (BCIP/NBT, chromogène violet)/KRT14 tAlC, chromogène

rouge). Notre technique personnelle, compatible avec les protocoles standards d’IHC

utilisés dans les centres hospitaliers affiliés à l’Université de Montréal (CHUM), a permis

de réaliser des doubles-marquages en brun (DAB; Sigma Chernical Co., St-Louis, MO) et

bleu (Vector Blue de Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA; BCIP/NBT de Zymed, San

Francisco, CA), en brun (DAB) et rouge (Fast Red de Dakocytomation, Carpinteria, CA),

ou en brun (DAB) et violet (BCJP/NET). Ces techniques sont décrites à l’Annexe IV.
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Tableau XII Caractéristiques et conditions dutilisation des anticorps primaires employés

Cibles Clone Type Fabricant Dilution Détail

67LR MLuC5 So; IgM Neomarkers Inc. 1: 25 P; EZ, EnV
(Fremont, CA)

a6 BQ16 So; IgGiR Dakocytomatian 1: 5 C; EnV
(Mississauga, ON)

3I 4B7R So; IgGlK Neomarkers Inc. 1: 100 P; EZ, EnV
34 450-9D Sa; IgGI Serotec Ltd (Oxford, 1: 100 0; EnV

Angleterre)
CDIO 552136 So; gG1K Dakocytomation 1 400 0*; EnV
CD44v6 VFF-7 So; IgGi Serotec Ltd 1: 300 P; MO, EnV
KRTI4 LLOO2 Sa; gG3 Serotec Ltd 1: 10 P; MD, LSAB2
KRTI4 NCL-L- Sa; IgG3 Novocastra 1: 20 P; MD, LSAB2

LLOO2 Laboratories Ltd
KRTI7 E3 Sa; Dakocytomatian 1: 20 P; MD, LSAB2

IgG2bK

VIM V9 So; IgG1K Dakocytomation 1: 100 P; MD, EnV
GFAP 6F2 So; IgG1K Dakacytomation 1: 100 P; EnV
aSMA 1A4 Sa; Dakacytomation 1 : 500 P; EnV

IgG2aK

CNNI CALP Sa; IgG1K Dakacytamatian 1: 30 P; EZ, EnV
SI 00J3 DAK- Sa; IgGJK Dakocytomation 1 400 P; MD, EnV

51 OOb/2

SIOOA4 A5114 La; PolyC Dakocytomation 1 :400 P; MD, EnV

p63 4A4 Sa; Neomarkers Inc. 1: 50 P; EnV
IgG2aK

CoIIIV C1V22 Sa; I9G1K Dakacytamatian 1 25 P; EZ, EnV
CoI1V1I LH7.2 Sa; IgGi Seratec Ltd 1: 5 C; EnV
LN5 P3H9-2 Sa; IgGI Chemicon 1 50 C; EnV

International Inc.
(Temecula, CA)

EMA E29 Sa; Dakacytomation 1: 500 P; EnV
lgG2aK

KRTI 9 RCK1O8 Sa; lgGlK Dakacytomatian 1: 100 P; EZ, EnV

CD34 QBend/10 Sa; IgGi Neomarkers Inc. 1: 1000 P; EnV

Ki67 MIB-1 Sa; IgGJK Dakocytamatian 1: 100 P; MD, EnV

CEA CEA La; PolyC Dakacytomation 1: 700 P; EnV

Légende: C, tissu congelé; EnV, kit EnVision (Dakocytomation); EZ, pré-traitement enzymatique (pronase); MO, pré-

traitement au four micro-ondes (tampon citrate, pH 6.0); La, lapin; LSAB+, kit LSAB+ (Dakocytomation); LSAB2, kit

LSAB2 (Dakocytomation); So, souris.

* Bien que des anticorps commerciaux anti-CDIO soient maintenant disponibles pour IHC sur tissus fixés/enrobés en

paraffine, ils n’ont pas été retenus en raison de doutes émis sur leur spécificité par leurs fabricants.

Des colorations «enzymatiques» simples ont été occasionnellement réalisées à titre

de contrôles de technique, mais aussi pour corroborer des données de la littérature moins

récente (activités enzymatiques endogènes de distribtition préférentiellement

myoépithéliale dans le sein). Du DAB et du BCIP/NBT ont été employés pour visualiser la

PERe et la PAe, respectivement, sur tissus congelés.
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Microdîssection par capture au laser sur coupes de sein adulte normal au

repos

Nous avons utilisé un appareil PixCeil II de microdissection au laser (Arcturus,

Mountain View, CA) afin d’isoler des CMEM de CE versus de TDLU dans le sein adulte

noi-mal au repos — en conditions RF. Le procédé de capture exploité, décrit et illustré à la

figure 5, ne permet par contre pas d’obtenir des échantillons cellulaires parfaitement purs

(débris d’arrachement). Nous avons tenté de contourner cet obstacle en ayant recours à un

appareil de microdissection par découpage laser (Leica AS LMD, Leica Microsystems,

Wetzlar, Allemagne), mais cette approche présentait d’autres inconvénients, incompatibles

avec nos objectifs (ex. perte plus fréquente du matériel microdisséqué, impossibilité de

nettoyer le matériel récupéré). Nous avons donc opté pour le PixCell II et soigneusement

nettoyé les cellules microdisséquées; l’Annexe V renferme le protocole de préparation de

nos échantillons tissulaires et une description plus détaillée, d’un point de vtie technique, du

procédé de microdissection par capture au laser sur cet appareil.
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Figure 5 Microdissection au laser par capture sur film thermoplastique

Étape I
Un capuchon tapissé de film

thermoplastique est déposé à plat sur
le tissu; le microscope intégré permet

de repérer les cellules d’intérêt à
travers le capuchon.

Étape 2

Un faisceau laser est dirigé sur les
cellules (tel que simulé sur la coupe,

ci-contre); son diamètre, sa puissance
et la durée d’application sont ajustés

de manière à faire fondre le film
thermoplastique focalement.

Étape 3
Le film fondu s’étire sur quelques

microns et se moule à la surface de la
coupe. Lorsque le faisceau laser est

interrompu et que le film
thermoplastique se fige, les cellules
sous-jacentes sont emprisonnées.

Étape 4
Le capuchon est soulevé à la verticale,

arrachant du tissu les cellules
incrustées dans le film (photographié

ci-contre); ces cellules entraînent avec
elles des débris de leur environnement

tissulaire immédiat.

Étape 5
Autant que possible, les débris sont
éliminés du film — photographié ci-
contre — par des contacts répétés
entre les cellules capturées et un

adhésif faible (ex. PostltTM).

Étape 6
Le capuchon porteur du matériel

microdisséqué nettoyé est inséré sur
un tube standard de O,5pl renfermant

le tampon de lyse cellulaire.

LLJ

__________

M4fl-,fl_fltflflfl

II

Photographies de tissus contre-colorés à l’hématoxyline; 1 OOX.



43

L’optimisation de nos techniques moléculaires nous a penTus de limiter la taille de

nos échantillons à 50-60 profils cellulaires sur coupes de 5jim. L’unité «équivalent-cellule»

(équ-celi) donne une approximation de la quantité de matériel microdisséqué en termes de

cellules complètes. Pour un diamètre cellulaire théorique fixé à 15irn, nos prélèvements

comptaient donc 20 équ-celi de matériel enrichi en CMEM de CE et de TDLU. Une panne

de congélateur a limité notre cohorte fiable (pour analyse d’ARN) aux cas N3, N5 et N12.

Des cellules luminales ont aussi été microdisséquées (contrôle de spécificité de capture).

Techniques de biologie moléculaire (sein adulte normal au repos)

Les techniques employées étaient basées sur des protocoles développés par le Dr

Claire Landry (Département d’immunologie, Université de Montréal) ou fournis par les

fabricants des réactifs utilisés. Nous disposions de tissu adéquat pour trois de nos

spécimens (N3, N5 et N12) au moment d’effectuer ces manipulations. Ces techniques ont

été optimisées à l’aide d’échantillons de contrôle - peau de sein adulte - produits de manière

standard, soit par extraction de l’ARN de coupes entières au TRIzol suivie d’une

transcription inverse avec l’enzyme MMLV (réactifs de Gibco BRL, Life Technologies,

Grand Island, NY; utilisés selon les directives du fabricant). Un dixième de chaque

échantillon de microdissection a été utilisé pour chaque expérience (détection d’ARNrn de 2

équ-ceil par réaction de RT-PCR).

Extraction d’ARN total de matériel microdisséqué

Un kit d’extraction d’ARN total (Purescript RNA Isolation Kit, Gentra Systems,

Minneapolis, MN) a été utilisé en conditions RF, selon les directives du fabricant, dans le

cadre d’un protocole d’extraction d’ARN total pour petits échantillons (moins de 5000

cellules).

En résumé, immédiatement après la microdissection, le capuchon porteur de

matériel était apposé sur un tube de 0,5m1 renfermant 1 OOpi de tampon de lyse cellulaire

Gentra. L’ensemble était vortexé à l’envers pendant 30 sec puis centrifugé avant d’être mis

en réserve à —80°C. Les tubes étaient dégelés à température ambiante pour la précipitation

des protéines/de l’ADN (Protein-DNA Precipitation Solution du Purescript RNA Isolation

Kit, Gentra Systems); l’ARN total, demeuré en solution, était ensuite précipité

(isopropanol/glycogène à —20°C). Une première centriftigation permettait le lavage du culot
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d’ARN à PETOH 70% à froid, une deuxième centrifugation permettait le retrait de cet

éthanol. Le culot d’ARN, invisible à l’oeil nu, était finalement réhydraté (RNA Hydratation

Solution du Purescript RNA Isolation Kit, Gentra Systems) et mis sur glace en attendant

l’étape de transcription inverse.

Réaction de transcription inverse (RT)

La RT de nos échantillons d’ARN et d’un contrôle (eau RF) a été réalisée à l’aide du

kit de Qiagen (Valencia, CA) incluant l’enzyme Sensiscript Reverse Transcriptase, son

tampon et des déoxynucléotides. La composition de notre mélange de RI est fournie à

l’Annexe VI. L’incubation était de 60 min à 37°C, dans un volume final de 20t1. Un tube

témoin contenant de l’eau RF était inclus pour chaque manipulation (contrôle de qualité de

la technique de RT à l’étape de PCR). Après centrifugation, les tubes de produit (ADNc)

étaient identifiés de manière appropriée et mis sur glace Qour technique de PCR

immédiate) ou rangés à —70°C.

Réaction de polymérase en chaîne (PCR)

Nous avons initialement analysé nos échantillons d’ADNc pour notre cible d’intérêt,

la KRT14, et pour la bêta-2 microglobuline (f32M). De distribution vaste (considérée

comme le produit d’un gène de maintien cellulaire ou «housekeeping gene»), la [32M est

souvent utilisée comme contrôle de la qualité de techniques d’extraction d’ARN et de RT

PCR notamment en oncologie mammaire255’256’257. Toutefois, notre choix de la J32M semble

avoir été sous-optimal: quoique des études d’IHC qualifient sa distribution épithéliale

mammaire d’uniforme255’258’259, elle pourrait n’être exprimée qu’irrégulièrement dans

l’épithélium du sein normal comme dans celui de l’intestin260. Ainsi, bien qu’elle nous ait

semblé adéquate lors de nos mises au point de PCR sur ADNc de coupes de peau entières,

la [32M ne l’aurait pas été comme contrôle de la qualité de techniques d’extraction lors de

l’analyse de nos spécimens; cette réflexion découle de données présentées dans la section

des Résultats et discutées ensuite (ambiguïté d’ interprétation de résultats reproductibles,

négatifs pour l’ADNc de la KRT14 dans des échantillons également négatifs pour l’ADNc

de la [32M: matériel inadéquat ou cellules n’exprimant ni la KRT14 ni la [32M?). Avant

d’aboutir à cette constatation, devant certains résultats préliminaires, nous avons mis en

doute notre technique et répété quelques fois nos manipulations. Nous avons tenté de cibler
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la gamma-actine cytosquelettique (yACT) trop tard: presque épuisés, nos échantillons

d’ADNc avaient déjà été dégelés et re-congelés plusieurs fois.

Nous avons réalisé nos PCR à l’aide d’un kit Taq DNA Polymerase d’Invitrogen

(Burlington, ON), sur un appareil Biometra 13 Thermocycler (Biometra, Gôttingen,

Allemagne). La composition de notre mélange de PCR est fournie à l’Annexe VI. Chaque

manipulation incluait un contrôle positif (ADNc de coupes de peau) et un contrôle négatif

(eau de l’étape de RT); le volume final de réaction était de 25d, ceci incluant 2tl d’ADNc -

soit 1/10 du produit de RT d’un échantillon de 20 équ-celi ou du contrôle d’eau RF.

Le Tableau XIII identifie les cibles visées par nos PCR, les séquences des amorces

employées de même que la taille du produit attendu pour chaque cible; les conditions de

PCR résumées dans ce tableau sont détaillées à l’Annexe VI. Nous avons chargé tes

produits de PCR sur gels d’agarose (1,7%) contenant du bromure d’éthidiurn (Sigma

Aldrich Co., St-Louis, MO) pour des migrations de 45-60 min à lOOmV; une échelle

commerciale de lOOpb (Amersharn Pharmacia Biotech Inc., Arlington Heights, IL) a

permis d’évaluer la taille des fragments obtenus. Nous avons eu recours à un système de

documentation et d’analyse Aiphalmager 1220 (cabinet d’exposition aux ultra-violets

Multilmage Light Cabinet couplé à un système informatique de Alpha Innotech

Corporation, San Leandro, CA) pour visualiser ces résultats.

Tableau XIII Amorces de PCR

Cibles Description de Iamorce Référence Taille du Résumé des
produit conditions

KRTI4 S 5’ T C C T C C T C C C A G F. Jolicoeur 295pb 42 ou 45 c,
TTCTCCTCT3’ 56°C

AS 5ATG CAA CTC AGA
TAA TGA AGC TGT3’

132M S 5’ T G A A G C T G A C A Benitez et cou.261 409pb 42 c, 57°C
G CAT TCG3’

AS 5’ATCTTCAAACCT
CC A T G A 1G 3’

yACT S 5’ G A C A C C A G G G C Dubuis et cou.262 612pb 42 C, 72°C
G T C A T G G T G 3’

AS 5’GCAGCTCGTAGC
T C T T C T C C 3’

Légende AS, amorce anti-sens; c, cyc]es de PCR; pb, paires de base; S, amorce sens.
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Documentation visuelle des résultats

Nous avons photographié nos résultats de MO, d’IHC et de techniques enzymatiques

à l’aide d’un système d’imagerie digitale AxioPlan 2/Axiocam (Carl Zeiss, Gôttingen,

Allemagne) et assemblé ces images avec le logiciel Corel PHOTO-PAINT9 (Corel

Corporation, Ottawa, ON).

Nous avons visualisé et enregistré nos résultats de RT-PCR grâce au système

AiphaImager 1220 mentionné ci-dessus.



RÉSULTATS

Étant donné le peu d’études disponibles sur le sein foetal, nous détaillerons

davantage nos résultats de MO dans ces échantillons. Par le biais de figures et tableaux de

synthèse, nous résumerons ensuite nos principaux résultats d’IHC, de colorations

enzymatiques et de RT-PCR sur matériel microdisséqué (sein adulte normal au repos).

Certains des résultats présentés ont fait l’objet de publications (résultats préliminaires sur le

sein foetal’72; documentation d’un cas excessivement rare de myoépithéliome malin

naissant1 94)•

Microscopie optique (MO)

Sein foetal (deuxième trimestre de gestation)

Nos spécimens de sein foetal ne présentent pas de dimorphisme sexuel évident en

MO. L’aspect des structures occupant la région mammaire varie par contre avec l’âge foetal.

Structures épithéliales

À 15 et 16 semaines de gestation, une petite masse ectodermique arrondie, avec un

collet marqué, s’invagine dans le mésenchyme de la région mammaire (structure illustrée

ultérieurement avec nos résultats d’IHC, à la Figure 11). Elle présente deux catégories plus

ou moins distinctes de cellules : des cellules centrales aux aspects variés et des cellules

basales plus uniformes. La transition entre la peau et ce «bourgeon primaire» (B?) est très

graduelle; en effet, les cellules apicales et basales de l’épiderme immature semblent être en

parfaite continuité avec les cellules centrales et basales du BP. Les cellules centrales du BP

présentent un cytoplasme vacuolé ou peu coloré. Leur forme et leur orientation ressemblent

à celles des cellules épidermiques en surface, mais deviennent indéfinies en-deçà du collet

du BP. À cet endroit, la forme et les limites des cellules centrales deviennent difficiles à

apprécier; leurs petits noyaux denses semblent suspendus dans un réseau filamenteux. Les

cellules périphériques du BP, difficilement perceptibles à son collet, adoptent une forme

cylindrique à sa base.

Dans nos spécimens âgés de 1$ à 20 semaines, le primordium mammaire est

légèrement plus volumineux; l’aspect basal du BP est déformé par de nombreuses

protubérances, tel qu’illustré à la Figure 6. Contrairement aux cellules centrales, de forme et
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d’orientation peu définies, les cellules basales du BP adoptent une forme cubique à

cylindrique, une orientation rigoureusement perpendiculaire à celle de la lame basale sous

jacente et forment une monocouche plutôt régulière (pseudo-stratification occasionnelle, à

la base du BP). Elles se distinguent aussi des cellules centrales par leur ratio

nucléoplasmique élevé.

Figure 6 Primordium mammaire humain à 20 semaines de gestation (microscopie optique)

De 21 à 24 semaines, le primordium est plus volumineux. L’aspect basolatéral du

BP donne naissance à des projections secondaires (PS) aux tiges étroites et longues (tPS),

terminées par des extrémités bulbeuses (ePS) souvent ramifiées (Figure 7). Dans le BP, des

condensations de cellules supra-basales sont associées à l’origine de certaines tPS; ces

condensations sont particulièrement évidentes sur certaines coupes réservées pour l’IIIC

(ex. base de BP à la Figure 13 en A et B). Les PS s’enfoncent profondément dans le

mésenchyme de soutien et renferment quatre populations cellulaires distinctes les unes des

autres (cellules centrales et basales des tPS; cellules centrales et basales des ePS), mais

aussi des cellules centrales et basales du BP. Les propriétés des cellules centrales et basales

de ces BP sont quasi-identiques à celles des BP de spécimens plus jeunes. Une fusion entre

populations centrales et basales s’observe à chaque jonction BP-PS, mais non à la jonction

peau-BP. La Figure 8 illustre les populations centrales et basales d’un BP et d’une tPS à 21

semaines de gestation.

Illustration et identification de la structure appelée bourgeon primaire (BP) dans le texte.

- ..--- _.iH&E,1OOX
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Figure 7 Primordium mammaire humain à 21 semaines de gestation (microscopie optique)

______

HPS, JOOX

Illustration du primordium avec identification de ses composantes: bourgeon primaire (BP), tige de

projection secondaire (tPS) et extrémité de projection secondaire (ePS). Les coupes présentant des projections

secondaires (PS) plus complètes ont été réservées pour l’IHC et sont illustrées plus loin.

Figure 8 Populations cellulaires du bourgeon primaire et des projections secondaires du

sein foetal à 21 semaines (microscopie optique)

Illustration, à plus fort grossissement, d’une portion de tPS (à gauche) et d’une ePS (à droite) du primordium

présenté à la Figure 7.
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De taille moyenne, les cellules centrales des tPS sont fusiformes et orientées

parallèlement à l’axe de ces structures; elles forment un cordon cellulaire unique ou double,

parfois interrompu par de petites lacunes irrégulières. Elles présentent des noyaux ovales de

taille et de densité moyennes, ainsi qu’un cytoplasme modérément abondant (ratio nucléo

plasmique intermédiaire). Les cellules basales des tPS, plus petites et cubiques, forment une

monocouche serrée. Leurs petits noyaux ovales, plus denses que ceux des cellules centrales,

sont orientés perpendiculairement à la lame basale - d’où l’aspect en palissade.

Dans les ePS, les cellules centrales forment des aggrégats plutôt denses; leur taille et

leur forme sont donc difficiles à évaluer. Leurs noyaux sont de forme et d’orientation

variables. Des lacunes séparent parfois ces regroupements cellulaires centraux des cellules

basales sous-jacentes. Les cellules basales des ePS, de taille moyenne et de forme plus ou

moins cubique, forment une assise basale peu régulière; elles sont disposées en

monocouche grossière (nombreuses superpositions). Leur orientation est souvent mal

définie. La limite entre les compartiments central et basal des ePS est parfois floue.

Mésenchyme de soutien

Dans les spécimens de moins de 20 semaines, le mésenchyrne de la région

mammaire présente au moins deux zones distinctes, disposées de manière concentrique. La

lame basale des BP repose sur un mésenchyme de soutien peu abondant, très cellulaire et

assez peu vascularisé. Ce premier mésenchyme est entouré par une couche plus épaisse de

mésenchyme moins cellulaire, richement vascularisé; celle-ci s’étend jusqu’aux muscles

immatures sous-jacents, où elle adopte un aspect plus fibreux. Dans les spécimens de plus

de 20 semaines, la première zone est à peine élargie (mésenchyme très cellulaire,

inégalement vascularisé); elle suit la lame basale des BP, mais non celles des PS. Elle

repose sur un anneau concentrique étroit de mésenchyme très richement vascularisé; ce

mésenchyme est lui-même entouré d’un anneau concentrique plus large de mésenchyme

moins cellulaire et moins vasculaire. Une quatrième zone de mésenchyme, nettement plus

fibreux, s’interpose entre l’aspect basal de la couche précédente et le muscle en

développement. Les tP$ traversent les trois premières zones de mésenchyme, les ePS

ramifiées se situant dans la quatrième. Le mésenchyme de soutien est normalement dénué

de follicules pileux et d’îlots graisseux immatures; tel qu’illustré à la Figure 9, il contraste

singulièrement avec le mésenchyme sous-cutané environnant.
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Figure 9 Mésenchyme de soutien mammaire humain à 21 semaines de gestation

(microscopie optique)
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Coupe sur paraffine des abords d’un bourgeon primaire; la région mammaire est située en haut, au centre. Le

mésenchyme de soutien mammaire est normalement dénué de poils (structures foncées dans l’épiderme

immature adjacent) et d’îlots graisseux (astérisques dans le derme profond adjacent).

Sein adulte normal au repos

Nos observations de MO correspondent aux diagnostics posés pour ces échantillons.

Sur les coupes colorées à l’HPS et à l’H&E, l’épithélium mammaire des CE de gros calibre

est mince et clairement bi-stratifié; sous une couche unique et continue de CLUM cubiques

et claires, des petites CMEM très aplaties et foncées forment une mono-couche d’aspect

discontinu. Les CLUM et les CMEM sont plus volumineuses et plus souvent superposées

dans les CE de plus faible calibre; les CMEM plus arrondies de ces canaux repoussent

souvent la lame basale sous-jacente vers le stroma, d’où l’aspect festonné de petits CE

coupés transversalement. La majorité des CE possèdent une lame basale continue

d’épaisseur intermédiaire. Le stroma extra-lobulaire environnant est typiquement pauci

cellulaire, richement collagénisé, rarement oedémateux et généralement dépourvu

d’infiltrats inflammatoires. Des filets de stroma plus cellulaire, pauvre en collagène, ajouré

et enrichi en capillaires s’interposent parfois entre la lame basale de CE et le stroma extra

lobulaire (position «péri-canalaire»).

Plutôt uniformes dans les CE, les attributs morphologiques des CLUM et des

CMEM sont très hétérogènes au niveau des TDLU. Les CMEM lobulaires, en particulier,

présentent des variations inter-spécimens, intra-spécimen et même intra-TDLU de taille, de

forme, d’orientation cellulaire, d’affinités tinctoriales et de degré de vacuolisation
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cytoplasmique. La Figure 10 permet d’apprécier la variabilité morphologique des CMEM

d’un TDLU dans un spécimen représentatif de la phase menstruelle du cycle mammaire

(cas Ni).

Figure 10 Variabilité morphologique des cellules myoépithéliales du sein adulte normal au

repos (microscopie optique)

À gauche : couche difficilement perceptible de CMEM aplaties (vis-à-vis des astérisques) dans un CE de

grand diamètre rempli de sécrétions. À droite: CMEM présentant des divers degrés de vacuolisation et des

orientations variables dans un TDLU (astérisques vis-à-vis des CMEM d’une portion seulement du TDLU,

pour fins de clarté). Ce TDLU revêt des attributs typiques de la phase menstruelle du cycle mammaire: une

vacuolisation inégale des CMEM, l’oedème atténué du stroma infra-lobulaire, une distinction CMEM/CLUM

impossible dans certains éléments glandulaires sans lumières et une activité sécrétoire au ralenti.

Dans les TDLU, la lame basale mammaire et le stroma environnant montrent des

variations morphologiques importantes; la distinction CLUMJCMEM, aisée dans les CE,

s’y avère souvent impossible — en particulier dans les TDLU d’échantillons obtenus en

phase folliculaire précoce. En MO, l’aspect du parenchyme mammaire adulte normal au

repos varie en fonction des phases du cycle mammaire mais très peu en fonction de l’âge

des patientes (incidence de changements fibro-kystiques légers à peine plus élevée chez les

patientes plus âgées de la cohorte).

Sein pathologique

Nos observations de MO correspondent aux diagnostics posés pour ces échantillons

et s’accordent avec la littérature. Une région typique de chaque spécimen est illustrée à la

Figure 10.5. L’extrême variabilité de présentation des CMEM résiduelles et péri-
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lésionnelles des échantillons ne permet pas de les décrire pour chacun d’entre eux. Des

résultats additionnels de MO seront présentés avec les résultats d’IHC pour deux cas (cas

T13 et T15, Figures 25 et 26) vu la rareté des carcinomes myoépithéliaux malins du sein.



Figure 10.5 Lésions du sein à l’étude en microscopie optique (première partie)
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Légende: *: composante épithéliale mammaire lésée/pathologique; SI: stroma; vs, vaisseau sanguin.

A. Spécimen T 1, hyperpiasie mammaire bilatérale fonde; B. Spécimen T2, hyperplasie mammaire bilatérale

fonde; C. Spécimen T3, gynécomastie juvénile; D. Spécimen T4, fibroadénome; E. Spécimen T5, cicatrice

radiafre; F. Spécimen T6, carcinome canalaire infiltrant de bas grade comportant des foyers de cellules

géantes (1) ou très petites (2); G. Spécimen T7, carcinome canalaire infiltrant de haut grade; H. Spécimen T8,

carcinome canalaire infiltrant de bas grade. Voir la page suivante.
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Légende: *: composante épithéliale mammaire lésée/pathologique; K: kyste ; L : foyer de lymphocytes ; ST:

stroma; vs, vaisseau sanguin.

I. Spécimen T9, carcinome canalafre/lobulafre infiltrant de grade intermédiaire; J. Spécimen Tl O, carcinome

canalaire infiltrant de haut grade; K. Spécimen T li, carcinome canalafre infiltrant de grade intermédiaire; L.

Spécimen T12, carcinome lobulaire infiltrant de haut grade (région d’invasion «en cible»); M. Spécimen Tl3,

carcinome canalaire in situ avec changements fibro-kystiques sévères (absence de foyers confmnant le

diagnostic initial d’adénomyoépithéliome); N. Spécimen Tl4, adénomyoépitbéliome malin du sein; O.

Spécimen Tl5, nodule bénin associé à un myoépithéliome malin du sein, avec microcalcifications et autres

inclusions infra-épithéliales (têtes de flèche); P. Spécimen Tl6, myoépithéliome malin du sein.

Figure 10.5 Lésions du sein à l’étude en microscopie optique (deuxième partie)

HPS, bOX.
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Immunohistochimie (7H

Nos résultats figurent sous fonne de tableaux et d’illustrations aux pages suivantes,

dans l’ordre mentionné ci-dessous. Nos travaux d’IHC ont permis d’apporter des

modifications aux protocoles utilisés dans les départements de pathologie d’accueil (ex.

adoption d’un réactif qui accroît l’uniformité des marquages d’IHC; réduction de la quantité

d’anticorps primaire requise par l’introduction d’un pré-traitement). Des résultats adéquats

ont été obtenus dans les contrôles appropriés pour chaque antigène ciblé. Les résultats

obtenus pour nos contrôles positifs sont illustrés à l’Annexe VII. Dans le cas de figures qui

s’étalent sur plus d’une page, les légendes courtes sont répétées intégralement; les mentions

«Voir la page suivante» et ((Suite» indiquent qu’une légende se poursuit d’une page à

l’autre.

Dans le sein foetal (deuxième trimestre de gestation), les populations centrales et

basales distinctes de BP, de tPS et d’ePS présentent des profils immunohistochirniques

distincts; les précurseurs de la CMEM de nos échantillons de sein foetal présentent donc

des variations non aléatoires, <(topographiques)> d’immunophénotype. Ces données

immunohistochimiques sont illustrées aux Figures il à 13; le Tableau XIV résume les

propriétés antigéniques des cellules basales de nos spécimens âgés de plus de 20 semaines

seulement; les raisons de ce choix seront expliquées dans la première partie de notre

discussion.

Des variations non aléatoires de l’immunophénotype myoépithélial sont également

présentes dans le sein adulte normal au repos les CMEM de CE et de TDLU, par exemple,

présentent des profils systématiquement distincts. Ces données sont illustrées à la Figure 14

et résumées au Tableau XV. Nous reviendrons sur les résultats variés de la Figure 15 dans

la discussion.

La variété et l’aspect typiquement hétérogène des lésions étudiées expliquent

pourquoi ces résultats ne font pas l’objet de tableaux de synthèse23° et ne peuvent être

Q détaillés au même titre que les résultats des deux autres volets de l’étude. Les Figures 16 â

24 présentent nos résultats pour des lésions autres que des carcinomes myoépithéliaux
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«classiques». Les résultats obtenus pour les foyers carcinomateux des cas T5, 18, T9 et Ti 1

ont été omis pour fins de concision; ils sont similaires aux résultats obtenus et illustrés pour

les cas T13 (Figure 24), T6 (Figure 20; foyers non encadrés), T10/112 (Figures 22 et 23;

foyers d’infiltration) et 110 (Figure 22; foyer central, aux propriétés intermédiaires),

respectivement.

Les Figures 25 et 26 présentent les données de MO et d’IHC relatives à un cas rare

d’adénomyoépithéliome malin du sein et à un cas rarissime de myoépithéliome malin. Les

CMEM pathologiques du premier montrent une variabilité morphologique et antigénique

impressionnante.

La Figure 27 présente des résultats supplémentaires obtenus avec le CD34; nous

justifierons l’importance accordée à ce marqueur mésenchymateux dans notre discussion.

Enfin, quoique normalement envisagée comme un contrôle de technique d’IHC, la

localisation de PAe — mais non celle de PERe - a été à l’origine de résultats additionnels; ils

sont illustrés à la Figure 2$.



Figure 11 Immunohistochimie, “sein” foetal à 15116 semaines de gestation (première partie)
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Spécimens Fi et F2 (région mammaire foetale): A. la jonction entre l’épiderme et le collet du BP est associée

à un changement brusque de réactivité pour la KRT14; B. les cellules du BP réagissent extensivement pour la

KRT17; C. les cellules basales/supra-basales de la base du BP réagissent aussi fortement pour la VIM que les

cellules du mésenchyme; D. les cellules du BP sont négatives pour l’aSMA; E. des cellules isolées du BP, aux

longs prolongements grêles, sont positives pour la SlOO3; F. les noyaux des cellules du BP sont positifs pour

le p63;G. de nombreuses cellules sont négatives pour le p63 au collet du BP; la surface de l’épiderme est

positive pour le CEA; H. certaines cellules d’un poil naissant sont positives pour le 63 I. distribution

identique du p63 localisé individuellement. Voir la page suivante.

Hématoxyline, 160X (à moins de précision autre).



Figure 11 Immunohistochimie, “sein” foetal à 15116 semaines de gestation (deuxième partie)
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Suite. Spécimens fi et F2 (région mammaire foetale): J. les assises apicales de la peau réagissent faiblement

pour l’EMA; les cellules du BP sont négatives; K. les cellules centrales et supra-basales de la portion

inférieure du BP et quelques cellules basales de la peau sont faiblement marquées pour la KRT19; L. la lame

basale qui sous-tend la peau et celle qui entoure le BP semblent en parfaite continuité et réagissent fortement

pour la LN5; une petite protubérance arrondie est associée à une accentuation du marquage le long du flanc

gauche du BP; M. le marquage pour le CD34 met en évidence les différentes couches du mésenchyme de

soutien du BP: le marquage est pratiquement confiné à des éléments vasculaires à proximité du BP (faible

marquage retrouvé dans le cytoplasme de cellules stromales étroitement accolées au BP, à l’intérieur de

“l’anneau vasculaire”); au-delà d’une zone de mésenchyme apparemment dépourvue de vaisseaux, une couche

de mésenchyme dense s’étend jusqu’au muscle (et semble continue avec les cloisons conjonctives du muscle

en développement). Cette dernière couche du mésenchyme de soutien, la plus profonde, contient de nombreux

vaisseaux sanguins et fibroblastes (fibrocytes?) fortement positifs pour le CD34; N. un petit nombre de

cellules basales du BP sont positives pour le Ki67; elles sont plus nombreuses là où la paroi du BP présente de

petites protubérances.

Hématoxyline, 1 60X.



Figure 12 Immunohistochimie, sein foetal et poils à 20 semaines de gestation (première

partie)
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Spécimen F6 (sein et poils foetaux): résultats obtenus au niveau de la jonction peau-BP (1) qui présente une

P5 naissante, de la base du BP (2), du renflement pileux latéral contenant des progéniteurs multipotents de la

peau et de ses annexes (3), et de l’extrémité pileuse contenant des cellules prolifératives — les cellules de la

matrice (4), près de la jonction de stromas distincts (papille dermique-derme); A. le marquage pour la KRT14

s’estompe brusquement à la jonction peau-BP, de même qu’à la jonction entre le derme immature et la papille

dermique; B. le marquage pour la KRT17 s’intensifie brusquement à la jonction peau-BP; il s’estompe à la

jonction entre le derme immature et la papille dermique; C. la distribution de la VIM est similaire au niveau

d’une PS naissante (de contour externe convexe) et de son mésenchyme de soutien d’une part, et au niveau de

la matrice d’un poil (de contour externe concave) et de sa papille dermique d’autre part; des cellules de petites

protubérances de la base du BP et du renflement contenant les progéniteurs des poils affichent un marquage

nucléaire faible à modéré pour la VIM. Voir la page suivante.

Hématoxyline, 400X.



Figure 12 Immunohistochimie, sein foetal et poils à 20 semaines de gestation (deuxième

Suite. Spécimen F6 (sein et poils foetaux): résultats obtenus au niveau de la jonction peau-BP (1) qui présente

une PS naissante, de la base du BP (2), du renflement pileux latéral contenant des progéniteurs multipotents

de la peau et de ses annexes (3), et de l’extrémité pileuse contenant des cellules prolifératives — les cellules de

la matrice (4), près de la jonction de stromas distincts (papille dermique-derme); D. les cellules du BP, de la

PS naissante, du renflement de progéniteurs et de la matrice des poils sont négatives pour l’SMA; un filet de

positivité est cependant noté le long des flancs des poils; E. peu de cellules basales de la PS naissante sont

positives pour le p63 (sauf une, très évidente parce qu’isolée à son extrémité) et ce, contrairement aux cellules

basales de la peau et du BP; peu de cellules du renflement des progéniteurs de poil sont positives pour le p63

bien que la plupart des cellules basales le soient au niveau de la constriction sus-jacente; F. les cellules

basales des quatre régions mentionnées ci-dessus sont négatives pour l’EMA (F3 : les cellules positives ne

sont pas celles du renflement pileux latéral mais de la glande sébacée associée au poil) . Voir la page suivante.
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Figure 12 Immunohistochimie, sein foetal et poils à 20 semaines de gestation (troisième

partie)
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Suite. Spécimen f6 (sein et poils foetaux): résultats obtenus au niveau de la jonction peau-BP (1) qui présente

une PS naissante, de la base du BP (2), du renflement pileux latéral contenant des progéniteurs multipotents

de la peau et de ses annexes (3), et de l’extrémité pileuse contenant des cellules prolifératives — les cellules de

la matrice (4), près de la jonction de stromas distincts (papille dermique-derme); G. contrairement aux

cellules basales des autres structures de la région mammaire, les cellules basales de la PS naissante ne

présentent pas de marquage cytoplasmique faible pour la KRT19; les cellules du renflement de progéniteurs et

de la matrice des poils sont négatives pour la KRTÏ9; H. le marquage pour le CD34 est particulièrement

intense dans le mésenchyme associé à l’extrémité de la PS naissante; le mésenchyme qui chapeaute le

renflement des progéniteurs de poils est très fortement positif pour le CD34; des mésenchymes modérément

positifs pour le CD34 sont observés à la base du BP et sous l’extrémité des poils.

Hématoxyline, 400X.
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Figure 13 Immunohistochimie, sein foetal à 21124 semaines de gestation (première partie)
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Spécimens F9 et F12 (sein foetal); A.-U. à gauche: résultats obtenus dans le BP et à l’origine de tPS; A.-U. à

droite: résultats obtenus dans les portions distales des tPS et dans les ePS. Ces résultats sont résumés au

Tableau 14 qui suit cette figure.

Hématoxyline, 400X (à moins de précision autre).
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Figure 13 Immunohistochimie, sein foetal à 21/24 semaines de gestation (deuxième partie)
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Spécimens F9 et F12 (sein foetal); A.-U. à gauche: résultats obtenus dans le BP et à l’origine de tPS; A.-U. à

droite: résultats obtenus dans les portions distales des tPS et dans les ePS. Ces résultats sont résumés au

Tableau 14 qui suit cette figure.

Hématoxyline, 400X (à moins de précision autre).
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Figure 13 Immunohistochimie, sein foetal à 21124 semaines de gestation (troisième partie)
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66

Tableau XIV Propriétés antigéniques des cellules épithéliales basales de seins foetaux entre

20 et 24 semaines de gestation

Cibles BP tPS ePS

67LR[4] - - -

a6 [5] +++ Mb, C +++ M, C +++ M, C

31 [2] ++ Mb ++ M, C + M, C

4[5] ++÷ Mb,C ÷++ M,C +++ M,C

CDIO[5] - -ou+ M,C -ou+ M,C

CD44v6[4] -1+ C -1+ C -1+ C

KRTI4 [3] d
++ C C, Cb - / + / ++ C

KRTI7 [3] d
+++ Mb, C +++ Mb, C - / + C

VIM[6]’ ou-i+ C ++ C ÷÷ C

GFAP [2] - - -

QSMA[6]d - -/+ou C -/+ou C

SIOOI3[21d - - (+)/++ (C),N

SIOOA4[2] - - -

p63 [3] d
- j + / ++ (C), N - / + (C), N - / + (C), N

CoIIlV [1] + Mb* ++ Mb* + Mb*

O CoI1V1I [5] +++ Mb, Cb* +++ Mb*, Cb* +++ Mb”, Cb*

LN5 [6] U
+++ Mb, Cb +++ Mb, Cb ++ Mb, Cb

EMA[4]’ - - -

KRT19[3J ++ Mb,C -/+/++ C -1+ C

CD34 [3] U - - -

Ki67 [3] d - / (+++) N -/ (+++) N - / +++ N

CEA[3]d - - -

Intensité : -, nulle; +, faible; ++, modérée; +++, forte. Distribution à l’échelle cellulaire : b, polarisation

basale; C, cytoplasmique; M, membranaire; N, nucléaire. Autres *
, nature artéfactuelle envisagée; I, variation

intra-structure ou infra-spécimen; ou, variations inter-spécimens; ; ( ), résultat observé dans moins de 15% des cellules

basales; [#I, nombre d’échantillons analysés.

U Résultats dupliqués pour au moins un cas.

Q



Figure 14 Caractérisation immunohistochimique de la cellule myoépithéliale dans le sein

G

adulte normal au repos (première partie)
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Spécimen N5: A.-V. résultats obtenus dans les CE (à gauche) et dans les TDLU (à droite).

Hématoxyline; 400X.
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Figure 14 Caractérisation immunohistochimique de la cellule myoépithéliale dans le sein

adulte normal au repos (deuxième partie)
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Spécimen N5: A.-V. résultats obtenus dans les CE (à gauche) et dans les TDLU (à droite).

Hématoxyline; 400X.
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Figure 14 Caractérisation immunohistochimique de la cellule myoépithéliale dans le sein

adulte normal au repos (troisième partie)
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Spécimen N5: A,-V. résultats obtenus dans les CE (à gauche) et dans les TDLU (à droite).

Hématoxyline; 400X.
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Tableau XV Propriétés antigéniques des cellules myoépithéliales dans le sein adulte normal
au repos

Cibles CE CT de TDLU Acini de TDLU

67LR[7] +/+-t- M/Mb, M/Mb, M/Mb,
C

C C

a6 [7] ++ / ÷÷+ M / Mb, +÷ I ÷÷+ M I Mb, - / + / (++) / M / Mb,
C/Cb CICb (+++) CICb

1[7J ++/÷++ M/Mb, ++/++÷ M/Mb, -/+/÷+I M/Mb,
C/Cb C/Cb (+++) C/Cb

134[7] ++I+++ M/Mb, +÷I÷++ M/Mb, -/÷/+-t-/ M/Mb,
C/Cb C/Cb (+++) C/Cb

CDIO [7] ++ / +++ Ma, Ca ++ / +++ Ma, Ca + / ++ / (+++) Ma, Ca

CD44v6[7J -/(+) C -/(+) C -/(+) C

KRTI4[13] C +++ C -/÷I(++)/ C
(+++)

KRTI7[13] ÷÷/÷++ C ÷+/+++ C -/+/(++)/ C
(+÷÷)

VIM [13] - / + I (++) / C, Cb, N - I + I ++ / C, Cb, N (-) I + / +÷ / C, Cb, N
(+÷÷) +÷÷

GFAP[7] - - -

aSMA LI 3] (—) / (+) / C (—) / (+) / (++) / C (-) I (+) / (++) C
(++)/++÷ +÷÷ /++÷

CNNI[7] -1÷1-t-+1 C,Cb -1+1+-t-I C,Cb -/÷I(÷÷)/ C,Cb
+++ +++ (+++)

SI OO3 [13] - / (+) N - / + / (++) N - / + / ++ (C), N

SIOOA4[7] -I÷/(÷÷)/ C -I÷I(÷÷)I C -1+1+-i-I C
(+++) (+++) (+++)

p63 [13] - / + I ++ I (C), N ++ / +++ (C), N - / + / ++ / (C), N
+++ +++

CoIIIV [7] (-) / + / ++ Mb*, (Cb)* - / + I ++ Mb*, (Cb)* - f ÷ Mb, (Cb)*

CoIIVII [7] - I + / (++) Mb*, Cb” (-) / + / ++ I Mb”, Cb* (-) / + / +÷ I Mb”, Cb*

LN5 [7] (-) / + / ÷+ / Mb, Cb + / ++ I +++ Mb, Cb t-) / ÷ I ++ / Mb, Cb
+++

EMA [13] - I (-t-) C - / (+) C - / (+) I (++) C
/ (+++)

KRTI 9 [13] - / (+) C - / (-t-) C - I (+) / (++) / C

CD34 [13] - - -
Ki67 [3] - I (+++) N - / (+++) ou N - I (-t-) / (-H-) / N

- / +++ (++÷) ou - / +++

CEA[3] - - -

Intensité -, nulle; +, faible; -H-. modérée; -t—H-, forte. Distribution cellulaire : a, polarisation apicale; b, polarisation

basale; C, cytoplasmique; M, membranaire; N, nucléaire. Autres * , nature artéfactuelle envisagée; I , variation intra

structure ou intra-spécimen; ou, variations inter-spécimens; ( ), résultat observé dans moins de 15% des cellules; 1#1,
nombre de spécimens étudiés.

N.B. Tous les résultats ont été dupliqués pour plus d’un cas.
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Figure 15 Résultats immunohistochimiques autres dans le sein adulte normal au repos

(première partie)

Résultats variés concernant le sein adulte normal au repos (données obtenues pour les spécimens Ni, N2, N5

et N12): A., C., D. les doubles-marquages d’IHC permettent d’identifier les cellules épithéliales mammaires

qui co-expriment l’aSMA et la KRT14, ou l’aMA et le p63; B. un double-marquage montre les distributions

mutuellement exclusives de l’aSMA et de l’EMA dans l’épithélium mammaire normal; C., D., E. la couche de

CMEM présente des discontinuités dans plusieurs TDLU du sein adulte normal au repos et des cellules

négatives pour l’aSMA semblent en transit entre l’épithélium et le mésenchyme via ces brèches (astérisques);

C., F.-G. le marquage pour le p63 met en évidence l’existence de doublets, triplets, etc., de noyaux à

l’intérieur de vacuoles uniques, noyaux qui sont souvent inégalement positifs pour le p63. Des liens physiques

peuvent être visualisés entre certains de ces noyaux (F). L’utilisation de concentrations d’anticorps anti-p63

légèrement excessives (bruit de fond important en F.-H.) suggère que la non-réactivité de certains de ces

noyaux négatifs ne découle pas de l’emploi d’une dilution trop poussée de l’anticorps primaire. Voir la page

suivante.
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Figure 15 Résultats immunohistochimiques autres dans le sein adulte normal au repos

(deuxième partie)

Suite. Résultats variés concernant le sein adulte normal au repos (données obtenues pour les spécimens Ni,

N2, N5 et Ni2): H. les noyaux ronds des cellules vacuolées, négatifs pour le p63, semblent reliés entre eux,

aux membranes cellulaires et aux noyaux allongés positifs pour le p63 (habituellement retrouvés en position

basale) par des filaments cytoplasmiques; I., J. l’analyse de coupes tissulaires successives de ltm indique que

la présence de multiples noyaux dans certaines cellules vacuolées du sein normal au repos n’est pas le résultat

de superposition de noyaux dans des coupes trop épaisses (i.e. n’est pas artéfactuelle) ; J.-L. la distinction

entre CMEM normales, fibroblastes délimitants et cellules endothéliales n’est pas toujours possible dans les

TDLU marqués pour la VIM et la SiOOA4 du sein adulte normal au repos. Voir la page suivante.

G H
-

‘

h

• _1I
g • —

,-

‘,
. .‘ ‘

.
‘w.

‘:“ø
I.

• . Ç ‘•
€; *W\,

S.
• ••.

‘ .\-..•

p63. hômatoxyline sur coupe d
lpm: 630X

f.

p Ç4

p63, hématoxyline; 630X

J
h

K

.

p63, hématoxyline sur coupe de
lpm; 630X

L

t
.*

j

4 ‘s

- -

;
-.

— , r .
••

‘•; -

,,L ‘ 47.

i, z. ‘—s’

VIM; 630X

4•

4 ‘I

* e

•

h/
S100A4, hématoxyline; 630X

‘ ,c

f, • i: t:.

—

.,

p?

h

SiOf)A4, hématoxyline; 630X



1

r

,‘j
N

L

—

Ki67, hématoxyline; 400X

. —;:
.1’ - Y

L

,, ,,
- ‘ .-:

1
-

4 -‘ •

“1r ‘‘ — -- J
, e -

fl

\i\p.

-‘

Ki67, hématoxyline; 200X

Suite. Résultats variés concernant le sein adulte normal au repos (données obtenues pour les spécimens Ni,

N2, N5 et N 12): M. des portions adjacentes de TDLU normaux réagissent très différemment pour la KRT19;

N., O. résultats typiques pour l’aSMA et le Ki67 dans les portions de TDLU irrégulièrement positives pour la

KRT19 (ex. à gauche, en M); P., Q. résultats typiques pour l’cSMA et le Ki67 dans les portions de TDLU

extensivement positives pour la KRT19 (ex. à droite, en M).

.73
Figure 15 Résultats immunohistochimiques autres dans le sein adulte normal au repos

(troisième partie)
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Spécimen Tl: A.-!. résultats relatifs à une structure d’allure canalaire chez une patiente opérée à plusieurs

reprises pour des accroissements mammaires inégaux; J. dans certains foyers, la distinction entre CMEM

résiduelles, fibroblastes tumoraux et cellules de néo-vaisseaux n’était pas possible; K. la peau du sein de cette

patiente était anormalement épaisse, et la plupart des kératinocytes observés étaient positifs pour le p63.

Hématoxyline, bOX (à moins d’une précision autre).

Figure 16 Immunohistochimie, hyperpiasie bilatérale floride du sein
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Figure 17 Immunohistochimie, hyperpiasie bilatérale floride du sein
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Spécimen T2: A.-I. résultats relatifs à une structure d’allure canalaire chez une patiente opérée pour un

accroissement mammaire inégal; J. la peau du sein de cette patiente était anormalement mince, et de

nombreux kératinocytes basaux étaient négatifs pour le p63.

Hématoxyline, 1 OOX (à moins d’une précision autre).
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Figure 18 Immunohistochimie, gynécomastie juvénile
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Spécimen T3: A-I. résultats relatifs à une rare structure canalaire chez le seul spécimen masculin de la

cohorte. Ce cas de gynécomastie présentait très peu d’éléments glandulaires; aucune structure d’allure

franchement lobulafre n’a été détectée sur les coupes étudiées.

Hématoxyline, 100X.
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Figure 19 Immunohistochimie, fibroadénome du sein
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Spécimen T4: A.-I. résultats relatifs à un foyer typique de la forme de croissance dite “intra-canaliculafre” des

fibroadénomes, où la composante stromale du néoplasme semble provoquer l’affaissement de ses éléments

épithéliaux.
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C
Figure 20 Immunohistochimie, carcinome canalaire infiltrant de bas grade (deuxième partie)

Spécimen T6: carcinome qui s’est développé chez une patiente recevant du raloxifene de façon
prophylactique; A.-!. vue générale de la biopsie en 1 (hématoxyline; 1 OOX), et agrandissement du foyer
encadré, situé dans une zone de stroma distincte, en 2 (rotation horaire de 90°; hématoxyline; 630X). Les
cellules de ce foyer réagissaient de manière distinctive pour la majorité des antigènes ciblés.



Figure 20 Immunohistochimie, carcinome canalaire infiltrant de bas grade (troisième partie)
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Spécimen T6: carcinome qui s’est développé chez une patiente recevant du raloxifene de façon
prophylactique; A.-I. vue générale de la biopsie en 1 (hématoxyline; bOX), et agrandissement du foyer
encadré, situé dans une zone de stroma distincte, en 2 (rotation horaire de 900; hématoxyline; 630X). Les
cellules de ce foyer réagissaient de manière distinctive pour la majorité des antigènes ciblés.
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Figure 22 Immunohistochimie, carcinome canalaire infiltrant de haut grade sans métastase
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Spécimen T1O: A.-I. résultats relatifs à trois foyers carcinomateux adjacents; on y distingue un front

d’infiltration franche (en bas, à gauche), un élément glandulaire altéré aux limites bien défmies (en haut, à

droite), et un foyer aux propriétés intermédiaires (au centre).

Hématoxyline, 1 OOX.
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Figure 23 Immunohistochimie, carcinome lobulaire infiltrant de haut grade
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Spécimen 112: A., D., F., 11.-L. résultats relatifs aux abords d’un canal où des cellules cancéreuses

envahissent le stroma “à la file indienne”, produisant un aspect “en cible” retrouvé dans beaucoup de

carcinomes lobulaires infiltrants; B., C., E., G. ces résultats, obtenus autour de structures autres, font l’objet

de remarques dans la discussion.

Hématoxyline, 1 OOX (à moins de précision autre).
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Fïgure 24 Immunohistochimie, adénomyoépithéliome présumé du sein
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Spécimen T 13: résultats pour un cas initialement diagnostiqué comme “adénomyoépithéliome mammaire”;

sur ré-examen des lames et à l’étude de nouvelles coupes, les critères nécessaires n’ont pas été rencontrés; A.

I. la tumeur renfermait quelques foyers, comme celui illustré, de carcinome canalaire in situ de bas grade

(d’après les pathologistes consultés). Elle présentait de nombreux kystes aux contenus variés, comme celui

partiellement illustré ici (lumière en haut à gauche). Les attributs et la disposition des cellules épithéliales

bordant des kystes étaient excessivement variables dans nos échantillons de sein normal et pathologique.

C
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Figure 25 Microscopie optique et immunohistochimie, adénomyoépithéliome malin du sein

(première partie)
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Spécimen T14: A.-O. résultats de MO et d’IHC relatifs à deux des multiples foyers distincts de cette forme

rare de carcinome mammaire. Beaucoup de foyers présentaient un aspect organoïde.
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Hématoxyline (à moins de précision autre); 400X.



Figure 25 Microscopie optique et immunohistochimie, adénomyoépithéliome malin du sein

(deuxième partie)
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Spécimen T14: A.-O. résultats de MO et d’IHC relatifs à deux des multiples foyers distincts de cette forme

rare de carcinome mammaire. Beaucoup de foyers présentaient un aspect organoïde.

Hématoxyline (à moins de précision autre); 400X.



Figure 26 Microscopie optique et immunohistochimie, myoépithéliome malin du sein et

nodule bénin associé (première partie)
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Spécimen T16: A.-I. résultats de marquages immunohistochimiques simples et doubles dans un foyer typique

de ce type très rare de carcinome du sein; F., G. le diagnostic peut être posé sur la base de résultats d’IHC

lorsqu’un double-marquage confirme la co-expression de kératines et de protéines de muscle lisse par une

majorité de cellules cancéreuses. Voir la page suivante.

Hématoxyline (à moins de précision autre); 400X.



J
-,‘ , - , r’

4
‘C

,-‘, ‘

k
,

‘t

“‘4; •

t. j
‘

z—

O

T,’ z

-

T

4 0*

—ér, .

—-
‘,,

, , f

k
z

- z..

,“,
_—‘ .‘--

/‘; ,, ‘. —

-F / •
CD34

M
bi

r . ‘

. 4
:_• ‘—-

‘.,.

,-

-. ‘r

*-;
/ ‘“ L’ —

K
—., .‘

_z

?fk L’ ‘k 7 •“

4. ..

1 •‘‘.‘-
,, t

f ..

.“
J I’,

/ ,: , A J.

‘j
tb I “z’_ ‘

— 4
*#_

J

4.,, ,,, j

.. F’

F,

a. .“

Ki67

N

o
Figure 26 Microscopie optique et immunohistochimie, myoépithéliome malin du sein et

nodule bénin associé (deuxième partie)

L

;, “4,
t ,‘À

g

- -

“
y f

‘t ,,Ç

f

,;.,

t ., ._ ‘b
t t—. .s

9 4z” ‘,

•z’—
z- j

‘-A»- j1

CEA

o

p, 4
b .

_‘Ly
— j’ -‘

z.

, -

KRT14 aSMA

I

- 4

KRT19

Suite. Spécimen T16: J.-L. résultats de marquages immunohistochimiques simples dans un foyer typique de

ce type très rare de carcinome du sein.

Spécimen T 15: M.-O. résultats d’IHC dans un nodule adjacent au myoépithéliome malin décrit; dans ce

nodule diagnostiqué comme bénin, différentes inclusions intra-épithéliales, incluant des micro-calcifications,

sont cernées de cellules positives pour l’cSMA et la KRT14, mais généralement négatives pour la KRT19.

Hématoxyline; 400X.
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Résultats obtenus dans le sein (I) et dans la peau (2) de divers spécimens : A. spécimen F6 (sein foetal, 20
semaines de gestation; aussi illustré à la Figure 12 en F); B. spécimen N4 (sein adulte normal au repos, 20
ans). Voir la page suivante.
CD34, hématoxyline; bOX.

Figure 27 Immunohistochimie, résultats obtenus pour le CD34 dans le sein et la peau de

spécimens foetal, adulte normal et pathologiques (première partie)
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Figure 27 Immunohistochimie, résultats obtenus pour le CD34 dans le sein et la peau de
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pathologique hyperplasie mammaire fonde, 12 ans; aussi illustré à la Figure 16); D. spécimen T2 (sein
pathologique : hyperplasie mammaire fonde, 20 ans; aussi illustré à la Figure 17).
CD34, hématoxyline; bOX.
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Résultat pour le cas F2, de région mammaire à 16 semaines de gestation (le trait noir sur-ajouté indique

l’emplacement approximatif des lames basales de la peau et du bourgeon primaire) : A. les cellules du

bourgeon primaire foetal ne montrent pas de PAe avec la technique utilisée, contrairement à certains

vaisseaux sanguins du mésenchyme de soutien.

Résultats pour le cas Ni, de sein adulte normal au repos en période péri-menstruelle B. le marquage est très

différent dans les CMEM de TDLU pourtant adjacents; C; le marquage est ponctuel le long des membranes

basales de cellules qui semblent être des CMEM (flèche); D. le marquage des CMEM semble plus intense en

présence de cellules de défense au cytoplasme granulaire (sous les astérisques); la présence de capillaires

sanguins semble associée à une accentuation du marquage des cellules basales (flèche). Voir la page suivante.

o
A

Figure 28 Activité de phosphatase alcaline endogène et glande mammaire humaine

(première partie)
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- trait noir sur-abuté

C D

4

*

r
PAe (violet), aSMA (DAB, brun),

sans contre-coloration; 630X
PAe (violet), sans contre-coloration; 400X
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Figure 28 Activité de phosphatase alcaline endogène et glande mammaire humaine

(deuxième partie)
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PAe (violet), sans contre-coloration; 400XPAe (violet), sans contre-coloration; 400X

Suite. Résultats pour le cas Tu, un carcinome Iobulaire infiltrant: E. l’intensité du marquage pour la PAe

baisse brusquement aux abords des foyers d’invasion (le stroma tumoral renferme des cellules de défense au

cytoplasme granulaire comme celle située sous l’astérisque); F. l’intensité du marquage des CMEM semble

augmenter à proximité de vaisseaux sanguins (agrandissement de la paroi du kyste voisin, visible en haut à

droite en E); G. l’accentuation de marquage est aussi observée à proximité de capillaires contenus dans

certains septa intra-kystiques.
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Réaction de transcription inverse suivie d’une réaction de

polymérase en chaîne (RT-PCR)

Les teclmiques de biologie moléculaire utilisées visaient avant tout à déterminer si

nos résultats d’IIIC pour la KRT14 dans le sein adulte normal au repos sont associés à des

niveaux d’expression différents de ce FI dans le compartiment basal des CE et des TDLU

(marquage intense des CMEM de CE contrastant avec une quasi-absence de marquage des

CMEM de TDLU pour sept spécimens). Nos données pour les cas N3, N5 et N12 figurent

aux pages suivantes. Les Figures 29 et 30 concernent la KRT14, les Figures 31 et 32

concernent la 132M et la Figure 33 illustre nos efforts peu fructueux pour localiser l’ADNc

du transcrit de la yACT dans nos échantillons. Nous avons obtenu des résultats adéquats

pour notre contrôle de spécificité de microdissection (apex de CLUM canalaires) de même

que pour nos contrôles de RT-PCR pour la KRT14 et la f32M (mais non pour la ‘yACT;

Figure 33).

Figure 29 Détection de IADN complémentaire du transcrit de la kératine 14* pour les cas

N3, N12 et N5 de sein adulte normal au repos (PCR de 45 cycles)

Légende : A, provenant d’acini; C, provenant d’un canal; Ctrl, contrâle(s); Écli, échelle de poids moléculaire

de lOOpb; LCM, microdissection par capture au laser.

* Produit de PCR attendu de 295pb pour la KRT14.
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Figure 30 Détection de l’ADN complémentaire du transcrit de la kératine 14* pour le cas N3

(représentants de doublets d’échantillons non montrés à la Figure 29)

Ctrl PCR

Légende : A, provenant d’acini; C, provenant d’un canal; Ctrl, contrôle; Éch, échelle de poids moléculaire de

lOOpb; LCM, microdissection par capture au laser.

N.B. Figure composite illustrant une portion des résultats d’une PCR de 42 cycles.

* Produit de PCR attendu de 295pb pour la KRT14.

Éch N3

CMEM

C A

+

Éch N3

Figure 31 Détection de l’ADN complémentaire du transcrit de la fl2microglobuline* pour les

cas N3, N5 et N12 de sein adulte normal au repos (PCR de 42 cycles)

CMEM

N5

C A

CMEM

NI 2

C A

CMEM

Ctrl PCR

C

+

A

Ctrl LCM

CLUM

Légende : A, provenant d’acini; C, provenant d’un canal; Ctrl, contrôle(s); Éch, échelle de poids moléculaire

de lOOpb; LCM, microdissection par capture au laser.

N.B. Utilisation d’une dilution 1:20 du contrôle CLUM illustré à la Figure 29, faute de matériel.
* Produit de réaction attendu de 409pb pour la 32M.
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Figure 32 Détection de IADN complémentaire du transcrit de la fl2microglobuline* pour le

cas N3 (représentants de doublets déchantïllons non montrés à la Figure 31)

Éch N3 Ctrl PCR

CMEM + -

C A

Légende : A, provenant d’acini; C, provenant d’un canal; Ctrl, contrôle; Éch, échelle de poids moléculaire de

1 OOpb; LCM, microdissection par capture au laser.

N.B. Figure composite illustrant une portion des résultats d’une PCR de 42 cycles.

* Produit de réaction attendu de 409pb pour la f32M.

Figure 33 Recherche de rADNc complémentaire du transcrit de la y-actine

cytosquelettique* pour les cas N3, N5 et N12 de sein adulte normal au repos

Éch N3 -- N5

CMEM CMEM

C A C A C A

N12 Ctrl PCR Ctrl LCM

CMEM ÷ - CLUM

Légende: A, provenant d’acini; C, provenant d’un canal; CtrI, contrôle(s); Éch, échelle de poids moléculaire

de lOOpb; LCM, microdissection par capture au laser.

N.B. figure composite (PCR de 42 cycles).

* Produit de réaction attendu de 61 2pb pour la ‘yACT.
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Les résultats de la Figure 29 sont représentatifs des données obtenues pour tous les

échantillons des cas N5 et N12. Les résultats obtenus pour le doublet d’échantillons enrichis

en CMEM de TDLU du cas N3 sont discordants pour la KRT14 (Figures 29 et 30) mais

non pour la f32M (figures 31 et 32). Constatée sur l’un de nos premiers échantillons testés,

l’absence concomitante de bandes pour la KRT14 et la f32M du cas N5 nous a fait douter de

notre technique. Lorsque nous avons réalisé que la J32M n’était peut-être pas un contrôle

approprié pour nos travaux, notre matériel était presque entièrement épuisé par nos tests de

vérification de technique (et avait été dégelé et re-congelé plusieurs fois) une seule PCR a

donc été réalisée pour la yACT, mais sans grand succès. Tel qu’illustré à la Figure 33, dans

nos échantillons, nous avons observé des différences possiblement non aléatoires de

«traînées d’amorces» mais pas de bandes.



DISCUSSION

Notre discussion se fera en trois temps. Premièrement, nous comparerons nos

résultats avec les données de la littérature concernant la CMEM du sein foetal, adulte

normal et pathologique. L’état fragmentaire des connaissances relatives au sein foetal

explique pourquoi nous devons nous attarder à des considérations qui débordent quelque

peu le cadre d’une description de la CMEM humaine. Deuxièmement, à la lumière de nos

résultats, nous redéfinirons «la CMEM humaine» et proposerons un modèle spatio

temporel de la morphogenèse mammaire humaine in utero. Finalement, nous soulignerons

les implications théoriques et pratiques de nos travaux et nous discuterons d’avenues de

recherche qu’ils ouvrent en sénologie. Certains de nos résultats sur le sein foetal et

pathologique ont fait l’objet de publications (voir Annexes IX et X).

Première partie: description et analyse des résultats

Tel que mentionné à la fin de l’introduction, afin d’accroître la validité et la

pertinence des données générées, les conditions expérimentales choisies pour caractériser la

CMEM humaine reproduisaient le plus fidèlement possible le contexte de travail en milieu

hospitalier travail sur des tissus humains et choix d’une technique accessible aux

cliniciens; utilisation de réactifs — en particulier d’anticorps primaires - disponibles

commercialement seulement; modifications mineures aux protocoles utilisés pour la

routine; préparation des échantillons expérimentaux conforme à celle des échantillons issus

de patients.

Le sein foetal et les précurseurs de la cellule myoépithéliale mammaire

Nos observations de MO supportent les conclusions d’études de microscopie

électronique et de M0117”63”76’263 à l’effet que les structures épithéliales des régions

mammaires foetales comprennent des populations cellulaires centrales et basales bien

distinctes avant l’apparition de lumières glandulaires et avant le troisième trimestre

gestationnel (déjà visibles vers 14 semaines). Nos résultats corroborent les affirmations

voulant que le sein foetal repose sur une lame basale ininterrompue, continue avec celle de

l’épiderme immature”7; ils confirment également que le mésenchyrne de soutien sous

jacent comporte des couches de propriétés distinctes’7”63.
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Primordium mammaire ou mamelonaire?

Contrairement au BP, des PS comme celles présentes dans nos spécimens ont

rarement fait l’objet de mentions ou de photographies dans la littérature sur le sein foetal
117I18163; une faible proportion de ces dernières sont de publication récente, l’utilisation de

matériel foetal humain étant de plus en plus strictement réglementée en recherche. Hughes a

fourni dès 1949 une description particulièrement détaillée de projections similaires qu’il

nonme «cellular outgrowths»’7. Des croquis de Dabelow portant sur la morphogenèse du

sein (1957) en illustrent également, mais cet auteur propose qu’elles dérivent du «disque

mammaire globulaire»’67 (travaux cités et illustrations reprises par’61). Hughes affirmait au

contraire que le nodule cellulaire primaire (structure équivalente aux BP de nos spécimens)

correspond au primordium mamelonaire, les excroissances constituant en fait le véritable

primordium «mammaire» humain. Les propriétés de structures identiques aux nodules

primaires de Hughes, aux disques mammaires globulaires de Dabelow et aux BP de nos

spécimens foetaux ont été récemment assimilées à des «glandes mammaires

immatures»’69”70; d’après les conclusions de Hughes et nos propres données de MO et

d’IHC, il s’agirait plutôt de mamelons immatures. En effet, en MO:

1- les BP occupent une position intermédiaire entre les PS et la peau, cette position

rappelant celle du mamelon adulte;

2- contrairement aux BP, les PS ressemblent davantage aux structures glandulaires du

sein adulte;

3- contrairement aux BP qui semblent soumis aux influences d’un type unique de

mésenchyme, les PS se développent au contact de différents mésenchymes. La

situation des tPS et ePS rappelle donc celle des canaux et acini de l’adulte exposés,

respectivement, au stroma extra- et intra-lobulaire du sein mature. Hughes a décrit

quatre couches de mésenchyrne de soutien, postulant que la troisième de ces

couches était appelée à devenir le stroma extra-lobulaire (couche entourant les tPS)

et la quatrième, le stroma intra-lobulaire du sein adulte (couche entourant les ePS);

4- les cellules de surface des BP de tous nos spécimens foetaux ressemblent aux

cellules de la peau environnante; les cellules du mamelon adulte présentent

précisément un phénotype partiellement épidermique;

5- les noyaux des cellules basales de BP présentent une orientation rigoureusement

perpendiculaire à la lame basale; ils se distinguent ainsi des noyaux des CMEM de
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CE adultes et des noyaux des cellules basales de tPS foetales qui s’orientent

parallèlement à la lame basale.

Plusieurs de nos résultats d’IHC supportent également les associations BP-marnelon

et PS-glande mammaire suggérées par Hughes:

i- à l’instar des CMEM du sein adulte238’264’265, plusieurs cellules basales de PS sont

CD1O(+); en revanche, les cellules basales des BP de tous nos spécimens sont

négatives pour le CD1O. Or, dans le sein adulte, les seules cellules épithéliales qui

soient CD lOt-) sont les cellules basales des canaux lactifères du mamelon’31;

2- comme les CMEM du sein adulte126’131”34, les cellules basales des PS sont VIIVI(+);

les cellules basales de BP, inégalement VIM(+) chez les spécimens foetaux de moins

de 20 semaines, sont majoritairement VIM(-) dans les spécimens plus âgés;

3- les cellules basales de tous les BP examinés sont a$MA(-). Au contraire, certaines

cellules basales de PS sont positives pour ce marqueur reconnu de CMEM matures

à 20/21 semaines, la majorité réagissant modérément pour l’ŒSMA à 24 semaines;

4- comme les CMEM du sein adulte’26, la plupart des cellules basales des PS sont

KRT19(-). Chez l’humain, la KRT19 a une distribution particulière: typiquement

apicale dans l’épithélium du sein adulte, elle est exclusivement basale au niveau du

mamelon266 comme de l’épiderme267. Les cellules basales des BP, comme les

cellules basales de l’épithélium mamelonaire adulte, sont KRT1 9(+) et soutiennent

des cellules KRT19(-). Chez le foetus, la distribution de KRT19 immunoréactive

demeure basale à la jonction peau-BP mais non à la jonction BP-P$, devenant

clairement centrale en aval de cette dernière (figure 13 en R);

5- les seules cellules épithéliales Si 00f3(+) observées dans la région mammaire foetale

sont des cellules basales d’ePS; or, d’après la littérature et nos données, cette

protéine myoépithéliale serait plus abondante dans les CMEM des TDLU que des

CE du sein adulte’29’268’269;

6- nos résultats pour le CD34 confirment la stratification du mésenchyme de soutien

observée par Hughes; la distribution différentielle du CD34 autour de tPS versus

des ePS rappelle celle observée autour des CE versus des TDLU du sein adulte

normal au repos.
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Nos résultats de MO et d’IHC’72 confirment donc que les cellules basales de PS et

non celles de 3F devraient être considérées comme précurseurs mammaires de CMEM

dans le sein foetal. Ceci implique que la littérature sur les précurseurs foetaux de CMEM

contient des inexactitudes puisque des études récentes d’IHC sur le sein foetal, considérées

comme «classiques», décrivent en réalité des primordia mamelonaires’69’170. Depuis deux

décennies, les débats de société entourant les interruptions volontaires de grossesse à motif

social se sont multipliés et intensifiés. Pour des raisons d’éthique et de légalité, les

établissements de santé de plusieurs pays n’en réalisent plus au-delà d’un âge gestationnel

précis, ce dernier étant plus souvent antérieur que voisin des âges auxquels nous avons

observé des PS (ex. en-deça de 20 semaines). À notre avis, la difficulté — ou même

l’impossibilité — d’utiliser des échantillons de «régions mammaires foetales» pouvant

présenter de P$ aura favorisé l’accroissement de cette confusion entre primordia

mamelonaire et mammaire humains dans la littérature sur le sein foetal.

Révision du profil antigénique des précurseurs foetaux de la cellule myoépithéliale

Nos données nous amènent à réviser le profil antigénique des précurseurs foetaux de

la CMEM humaine (Tableau XVI). Nos résultats pour la KRT14, la vimentine et l’aSMA

contredisent des données de Anbazhagan et coll.169. Ces derniers ont utilisé un fixateur

différent du nôtre (TissuFix), à base de méthanol (méthacam modifié) plutôt que de

formaldéhyde, qui ne masque pas les épitopes reconnus par divers anticorps anti-kératines,

anti-OESMA et anti-vimentine270. Leurs résultats négatifs pour la KRT14, la vimentine et

l’ŒSMA dans le sein foetal à 16, 1$ 20 et 23 semaines de gestation nous semblent donc

moins susceptibles de découler de l’emploi d’un fixateur de nature distincte que de facteurs

tels que 1- leur observation de cellules basales de mamelons immatures plutôt que de

futures CMEM à proprement parler; 2- leur recours à des anticorps primaires et/ou des

protocoles moins efficaces (ex. leurs dilutions de travail pour la KRT14 et la vimentine

étaient de 1:1 et 1:10 versus 1:20 et 1:100 pour nos travaux).
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Tableau XVI Profîl antigénique des précurseurs foetaux de la cellule myoépithéliale du sein

(deuxième trimestre gestationnel)

2e trimestre gestationnel

Membrane Littérature*
plasmique

172 172Nos travaux 67LR - EMA -

06+172 CEA

Ç31 +172 CoIIIV +172**

34 172 CoIIV1I 172

CD1O 172 LN5 l72

CD44v6 172

Cytoplasme Littérature a-actine du muscle lisse 169

Kératine 74169

Vimentine 169

Nos travaux KRTJ4 +172 S100f3 +172

KRT17 l72 S100A4 172

KRT19 l72 CoIIVII 172

VIM l72 GFAP 172 LN5 l72

aSMA +172

Noyau Liftérature***

Nos travaux p63 +172

Ki67 +

Légende : +, antigène-cible détecté par immunohistochimie conventionnelle dans certains ou dans tous les

précurseurs; - , antigène-cible non détecté par immunohistochimie conventionnelle.

N.B. Nos résultats contredisent les données de la littérature sur les précurseurs foetaux de la CMEM humaine

qui apparaissent en italique.

* Gould et coll.179 rapportaient des précurseurs positifs pour les sous-unités d’intégrines u6 et f31 pour 4

spécimens foetaux non décrits, d’âge non précisé.

** Nature artéfactuelle envisagée des marquages cellulaires obtenus pour le CollIV et le CoYIV1I qui sont

assemblés à l’extérieur des cellules qui en synthétisent les chaînes, contrairement à la LN5 (ex. impact

possible, respectivement, de la digestion enzymatique ou de la fixation à l’acétone: les collagènes tendent à

occuper de plus grands volumes lorsque dénaturés271; effet de superposition lié à l’emploi de coupes de tissu

congelé avec l’anti-CollVII).

‘‘“ Anbazhagan et cou, ont localisé le Ki67 dans les BP de trois foetus (1$, 1$ et 23 semaines de gestation),

rapportant que de 10 à 22% des cellules épithéliales du BP sont positives; bien qu’ils précisent que cette

proportion s’élève à la jonction peau-BP, ils n’illustrent pas leurs résultats pour cet antigène et ne précisent pas

la position des cellules épithéliales marquées.

Depuis leur publication initiale, nous avons validé la plupart de nos résultats grâce à

des spécimens additionnels. L’ajout récent du CD34 à notre batterie (absent du Tableau

XVI car il ne s’agit pas d’un marqueur myoépithélial) a par ailleurs permis de corroborer les

données de Naccarato et coll.’76 sur la distribution très compartimentalisée du CD34
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immunoréactif dans le mésenchyme de soutien foetal. À ce jour, nos données sur la

distribution du Ki67 dans les PS semblent inédites et ne peuvent faire l’objet de

comparaisons.

Indices d’une modulation de la différenciation dans l’espace et dans le temps

L’épithélium des projections glandulaires immatures de rongeurs repose sur une

lame basale aux propriétés variables; ces variations pourraient refléter un degré croissant

d’immaturité des cellules basales de ces structures dans l’axe proximo-distal272’273. Comme

les extrémités des projections mammaires de rongeurs, les ePS humaines reposent sur la

portion la plus mince et la plus irrégulière de la lame basale entourant les PS de nos

spécimens foetaux de plus de 20 semaines. Chez le rongeur274’275 et l’humain276, dans le

contexte de la croissance mammaire normale, l’association avec une lame basale très mince

est perçue comme un indice d’immaturité rnyoépithéliale. Les caractéristiques

morphologiques et antigéniques des cellules basales des ePS mammaires humaines ne sont

que partiellement «myoépithéliales» (ex. forme et orientation mal définies, cytoplasme et

noyau clairs). En effet, ces cellules présentent des réactions cytoplasmiques très faibles à

nulles pour des FI de cellules ectodermiques basales bien différenciées (KRT14 et KRT17)

et une forte positivité pour la VIM, ce FI dont l’abondance décroît très précocement pendant

la différenciation de la plupart des dérivés ectodermiques humains277. Dans les PS,

l’intensité du marquage pour la VLM est d’ailleurs légèrement supérieure dans les cellules

basales d’ePS. En fait, le phénotype des cellules basales des ePS de nos spécimens de sein

foetal ressemble à celui des «cap cetis» retrouvées aux extrémités de la glande mammaire

immature des rongeurs; l’immaturité des cap ceils, habituellement décrites comme des

cellules souches mammaires totipotentes278, est un fait admis bien que leur nature exacte

soit encore débattue (ex. cellules de pavage279, cellules mammaires multipotentes de

phénotype foetal transitoire280).

Les propriétés des cellules basales des tPS et des ePS ne sont pas homogènes; leurs

variations pourraient être le reflet de leur développement inégal dans le temps, mais aussi

d’une différence de micro-environnements. En effet, les cellules basales des tPS et des ePS

amorcent logiquement leur développement avec un certain décalage (impact du temps);

elles sont cependant aussi exposées à des couches de mésenchyme aux propriétés distinctes

(impact du milieu). Quoique des comparaisons inter-spécimens suggèrent une «maturation
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myoépithéliale» (ex. réaction plus extensive pour l’aSMA à 24 semaines qu’à 21 semaines

dans les cellules basales de tPS), on ne peut écarter l’implication d’altérations graduelles du

mésenchyme de soutien. C’est pourquoi nous avons proposé que la différenciation des

précurseurs foetaux de la CMEM pourrait être modulée dans le temps et l’espace’72, comme

celle des précuseurs foetaux de la CMEM du rat156. L’analyse de nos spécimens foetaux

additionnels suggère une modulation où les concepts d’espace et de temps se confondent

(modulation spatio-temporelle).

La jonction tPS-ePS est située à la frontière entre les deux couches les plus

profondes du mésenchyme de soutien. Dans le spécimen F9 (21 semaines), cette jonction

est associée à un épaississement focal très marqué de la lame basale épithéliale (PS à la

Figure 13 en N). Cette observation et nos résultats d’IHC pour la KRT14, la KRT17 et

l’ŒSMA (marquages intenses en amont de la jonction, quasi-inexistants en aval pour ces

marqueurs de CMEM différenciées’26’134’135) suggèrent une association entre la jonction

tPS-ePS et l’acquisition de plusieurs caractéristiques myoépithéliales. Puisque l’architecture

tissulaire peut moduler la physiologie de cellules épithéliales mammaires chez le

rongeur51’281 et chez l’humain46’47’282, nous avons propos&72 que la structure

tridimensionnelle de la jonction tPS-ePS pouffait être particulièrement propice à

l’acquisition de propriétés «myoépithéliales» par les cellules basales du sein foetal. Nos

résultats d’IHC pour le 67LR, pour la f31 et pour diverses composantes d’hémidesmosomes

matures (l’a6, la f34, la KRT14, le CollIV, le ColiVil et la LN5) s’accordent d’ailleurs avec

l’idée que des interactions épithélio-stromales interviennent très précocement au cours de la

morphogenèse mammaire’71; ils démontrent que les précurseurs foetaux de la CMEM

seraient plus susceptibles que ceux des CLUM de participer à ces phénomènes

morphogéniques. Enfin, la distribution du CD34 suggère l’existence d’inductions

réciproques particulièrement efficaces entre les cellules épithéliales basales (du BP et des

PS) et le mésenchyme local; en effet, le marquage pour le CD34 révèle que des variations

brusques de leurs attributs surviennent aux frontières de certaines couches du mésenchyme

de soutien.

Autres considérations relatives au sein foetal

En marge de la caractérisation des précurseurs de la CMEM, nous avons noté la

présence d’ébauches de lumières dans le sein dès la fin du second trimestre de gestation.
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Nos observations, comme celles d’autres chercheurs’ 17,162, contredisent des rapports

suggérant que la formation des lumières ne débuterait qu’au cours du troisième trimestre

gestationriel’65”69. Ces ébauches de lumières tireraient leur origine de lacunes observées

entre les cellules centrales des PS. Dans les eP$, d’autres lacunes séparent par contre les

cellules épithéliales basales et centrales. D’après leur position et leur amenuisement vis-à-

vis de cellules basales positives pour l’aSMA (figure 13 en J), il s’agirait plus

vraisemblablement d’espaces inter-cellulaires dilatés’65 que de futures lumières

glandulaires163

Dans un autre ordre d’idée, d’après la littérature, le sein ne présente pas de

dimorphisme sexuel in utero - contrairement aux glandes mammaires de certains

rongeurs’4”63’273’283. Les tiges de PS du spécimen masculin de 24 semaines sont nettement

plus étroites que les tiges de PS du spécimen féminin de 21 semaines; la taille de notre

cohorte ne nous permet par contre pas de déterminer si ceci résulte d’une simple variation

inter-individus ou d’un dimorphisme sexuel léger propre à la glande mammaire humaine

foetale.

Enfin, rappelons que contrairement aux deux spécimens de 20 et 23 semaines de

gestation étudiés par d’autres’69”70, nos quatre spécimens âgés de 20, 21 et 24 semaines

gestationnelles présentent des PS. Cette contradiction résulte peut-être simplement du

caractère approximatif de «l’âge gestatioimel» comme mesure du développement foetal.

Nos observations suggèrent par contre que la morphogenèse manwnaire pourrait ne pas

débuter exactement au même stade du développement in utero pour tous les individus.

L’association imparfaite entre le degré de développement des PS et la longueur du pied

foetal (LPf) de nos spécimens s’accorde avec cette hypothèse (ex. cas F8). Responsable

d’un décalage de développement mammaire entre individus, une morphogenèse hormono

dépendante plus ou moins précoce pourrait contribuer à expliquer la variabilité de

présentation de cette glande (ex. différences de volume, d’architecture et de sensibilité aux

oestrogènes déjà évidentes in utero’76) et le déphasage des stades de développement

morphologique et fonctionnel du sein des nourrissons’63’284. L’analyse d’une plus grande

cohorte permettrait de vérifier ces hypothèses.
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La cellule myoépithéliale dans le sein adulte normal au repos

Nos données de MO, comme celles de nombreuses études, soulignent l’existence de

différences morphologiques importantes entre les CMEM des CE et celles des TDLU. Nous

nous limiterons, dans une première sous-section, à la discussion de l’une d’elles

l’apparition cyclique de vacuoles dans les cellules basales/myoépithéliales des TDLU. Les

sous-sections subséquentes traiteront de nos résultats d’IHC, de coloration pour la PAe et de

RT-PCR dans le sein adulte normal.

La vacuolisation de cellules basales/myoépithéliales mammaires adultes

La plupart des épithéliums renferment des cellules épithéliales basales isolées

d’aspect vacuolaire (ex. la peau). Cependant, d’après la littérature56’57’59 et nos propres

observations, la vacuolisation de cellules basales prend une ampleur parfois remarquable

dans l’épithélium du sein adulte. Comme plusieurs des cellules vacuolées sont négatives

pour l’ŒSMA ou le p63, nous jugeons préférable de les qualifier de «basales» ou de

«basales/myoépithéliales».

Ce phénomène de vacuolisation pourrait être lié au processus de croissance de

l’épithélium mammaire adulte puisqu’il a été démontré que

1- l’activité de croissance du parenchyme mammaire adulte est surtout manifeste au

niveau des TDLU du sein adulte (figures mitotiques presque exclusives aux TDLU

selon plusieurs auteurs61’272 et nos propres observations); d’après la littérature, les

cellules basales claires de l’épithélium — surtout retrouvées dans les TDLU -

prolifèrent très activement (indices de prolifération parmi les plus élevés146);

2- l’activité de croissance du parenchyme mammaire adulte est maximale en période

lutéale285, soit au moment où la vacuolisation des cellules basales atteint son

paroxysme;

3- un gonflement cellulaire peut favoriser la prolifération épithéliale par le biais de

voies métaboliques différentes de celles déclenchées par des facteurs dc

croissance286’287’288.

Deux de nos observations d’NC supportent cette hypothèse. Premièrement, la

majorité des TDLU des échantillons prélevés pendant la période lutéale du cycle mammaire

renferme un nombre accru — par rapport aux CE - de cellules basales et supra-basales
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positives pour le Ki67 (Figure 15); plus de 50% des noyaux positifs pour le Ki67

appartiennent à des cellules supra-basales vacuolées. Deuxièmement, dans ces TDLU. de

nombreuses cellules basales vacuolées contiennent plusieurs noyaux qui réagissent de façon

souvent contraire pour Je p63 (Figure 15 de C à I; observations confirmées en utilisant des

coupes tissulaires sériées de 1 jim); or, le p63 est étroitement associé aux phénomènes de

prolifération et de regénération épithéliales chez l’animal et l’humain289’290. Ces profils

cellulaires reflètent vraisemblablement le déroulement de mitoses asymétriques dans les

cellules basales vacuolées des TDLU du sein adulte normal au repos, un phénomène dont

nous avons déjà envisagé l’existence dans le sein foetal172. Les noyaux positifs pour le p63

occupent une position généralement basale dans ces cellules multi-nucléées. Cette

observation s’accorde avec une découverte récente Pexpression du p63 serait requise pour

amorcer un programme de stratification épithéliale29’. Sur les coupes de nos spécimens de

sein adulte au repos, certaines cellules supra-basales vacuolées sont positives pour l’ŒSMA

et négatives pour la KRT19 et vice-versa; d’autres encore sont négatives pour ces deux

antigènes. Selon quelques chercheurs, les cellules qui ne réagissent ni pour l’aSMA ni pour

la KRT 19 seraient des progéniteurs communs des lignées rnyoépithéliale et luminale

mammaires: elles donneraient naissance aux «cellules d’amplification transitoire»

exclusives à l’une ou l’autre lignée épithéliale mammaire98’292’293.

Un immunophénotype incomplètement caractérisé

La plupart des études publiées en sénologie utilisent des échantillons de «sein

normal», mais ceux-ci y figurent plus souvent à titre de contrôles que d’échantillons

expérimentaux et il s’agit encore souvent de tissu mammaire péri-lésionnel d’apparence

saine. Étant donné l’emphase mise sur la CLUM en sénologie, les descriptions de la

CMEM du sein réellement normal demeurent peu nombreuses.

Les illustrations de nombreuses publications montrent des fluctuations de

marquages d’IHC effectués pour divers antigènes-cibles dans le «compartiment

myoépithélial normal». Ces variations sont rarement discutées, étant parfois rapidement

mentionnées pour conclure que l’antigène ciblé serait peu performant comme marqueur de

CMEM à des fins diagnostiques. Quelques chercheurs ont pourtant souligné l’aspect non

aléatoire de certaines de ces variations’25”31’174’294, suggérant que les CMEM de CE et de

TDLU exerceraient des fonctions distinctes et/ou seraient issues de progéniteurs différents.
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Jusqu’à tout récemment’°°”59, ces travaux sont passés pratiquement inaperçus295. De prime

Ç abord, le sujet semble manquer de pertinence clinique les pratiques de diagnostic

histopathologique qui exploitent actuellement les propriétés de la CMEM nécessitent

l’utilisation de marqueurs très sensibles - un besoin que semble combler l’uSMA (selon

certains, la CNN11 et le p63’23’296 pourraient aussi être utilisés dans le cadre de ces

pratiques).

Des variations non aléatoires de I’immunophénotype myoépithélial normal

Les résultats d’IHC que nous avons obtenus de manière systématique et uniforme

pour 15 marqueurs reconnus ou putatifs de la CMEM humaine concernent 13 spécimens

distincts de sein adulte normal au repos. Ils s’accordent avec les données publiées

antérieurement (tel qu’indiqué au Tableau XVII) saufpour la GFAP, la CI’TN1 et le p63.

Tableau XVII Résumé sommaire du profil antigénique de la cellule myoépithéliale dans le
sein adulte normal au repos selon la présente étude

Antigènes ciblés dans le sein normal Sein normal au Sein normal au
repos repos

CE TDLU

67LR142’297 [++J [+]
a6127133,137179218 [+4-J [+]

1127,133137,179218,237237 [ J [
134127133137 [+4-J [÷]
CDI 0131174238264265298 ++

CD44v6240’299’30° [±J [±J
KRTI43’’32’134’301 +4- ±

KRTI71’125’132’302 ++ ±

VIM1’125’126’131’134 [±] [+/++J
GFAP1’126’131’222 — -

aSMA1’126’131’134 [++J [+÷]
CNNI7’282’303 [++J [±J
s10013129’268’269 ± +/++

S100A4141 [±J [4-J
p63123’296’304 + +

Légende : ++, détection par IHC dans >85% des cellules; + détection par IHC dans 15-85% des cellules; ±,

antigène-cible détecté dans <15% des cellules; - , antigène-cible non détecté; j J, le marquage n’est pas

uniquement myoépithélial si l’on considère les composantes épithéliale et stromales du sein.

N.B. Nos données corroborent celles des études citées en caractères standards; en cas de contradiction très

claire, l’étude est citée en italique. Ces énumérations ne sont pas exhaustives.
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Comme d’autres, nous n’avons pu localiser la GFAP dans les CMEM du sein adulte

normal. Par ailleurs, nos résultats pour la CNN1 contredisent des rapports récents suggérant

qu’elle pourrait être un marqueur aussi sensible et plus spécifique que l’uSMA1’303 : elle

s’avère peu sensible et à peine plus spécifique que l’uSMA comme marqueur de CMEM. En

ce qui a trait au p63, l’existence de nombreux doublets nucléaires horizontaux positifs-

négatifs semble peu compatible avec le «très haut degré de sensibilité» attribué par d’autres

au p63 comme marqueur des cellules basales de l’épithélium du sein123’296 (à peine 50% de

cellules basales positives dans les TDLU présentant de nombreuses cellules vacuolées).

À l’instar des cellules basales de l’épithélium du sein foetal décrites plus tôt, les

CMEM du sein adulte au repos présentent des variations phénotypiques reproductibles.

Dans le sein adulte comme dans le sein foetal, ces variations non aléatoires ne sont pas

uniquement morphologiques. Il s’agit de variations d’immunophénotype:

1- topographiques impliquant des «compartiments» glandulaires entiers; associés à des

mésenchymes différents ou à des frontières mésenchymateuses chez le foetus et

l’adulte, ces compartiments incluent: les tPS, les jonctions tPS-ePS et les ePS du

sein foetal d’une part, et les CE extra-lobulaires, les CT et les acini des TDLU du

sein adulte au repos d’autre part;

2- topographiques autres.

Le Tableau XVIII résume ces variations immunohistochimiques notées dans le sein

normal foetal et adulte. fournies à titre indicatif, ces représentations doivent être consultées

isolément pour les antigènes mentionnés (la méthode employée ne permet pas une

comparaison d’ordre quantitatif de résultats obtenus à l’aide d’anticorps différents). Pour

chaque marqueur de CMEM ciblé, l’analyse de ces variations a été omise du présent texte

pour fins de concision mais peut être consultée à l’Annexe VIII.
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Tableau XVIII Résumé visuel des variations topographiques de timmunophénotype

myoépithélial dans le sein normal (foetal et adulte)

Sein foetal (fin du deuxième trimestre qestationnel), selon nos travaux

tPS j Jonction tPSIOPS ePS

G7LR

alpha 6

beta 1

beta 4

CDIO

CD44v6

KRTI 4

KRTI7

VIM

aSMA

SlOOb

SIOOA4

p63

I I I I

I V

I I I I
I I I

I I I
I

I I I
j

- ‘--1

CE

Sein adulte normal au repos, selon nos travaux Littérature

CT Acini

67LR

alpha 6

beta 1

beta 4

CDI O

CD44v6

KRTI4

KRT17

VIM

aSMA

CNNI

SlOOb

Si 00A4

p63

I I
I r .O’r*.ori I
I I
I I
I I
I I I I

— I

W

I
I I I I
I I
I--rn--

KRT1 4131294

KRT1 7125.132.29

4,305

V1M125

Légende de l’intensité des réactions obse,vées*

Forte I I Faible I I Nulle

_____________

Moyenne I Peu perceptible

N.B. Résumé des variations de marquages d’IHC observées pour les antigènes-cibles considérés isolément —

voir le texte. Les études citées à droite incluaient des échantillons de tissu mammaire normal (versus péri-

lésionnel) et décrivaient explicitement des variations topographiques analogues pour les antigènes spécifiés.

* Dans au moins 25% des cellules épithéliales occupant clairement une position basale.
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Par NC, la distribution des marqueurs suivants : le 67LR, l’Œ6, la f31, la f34, le

tE CD1O, le CD44v6, la KRT14, la KRTÏ7, la VIM, l’a$MA, la CNN1, la S100f3, la

et le p63 présente en effet des variations impliquant des compartiments glandulaires entiers

du sein normal (foetal et adulte). Ces variations de phénotype basal/myoépithélial

s’accompagnent de variations topographiques d’attributs morphologiques et/ou antigéniques

(Co11W, CollVII, LN5 et CD34) de la lame basale et du stroma. Les marquages d’THC pour

1’EMA, la KRT 19, le Ki67 et le CEA présentaient également des variations topographiques

dans le sein foetal et adulte normal.

D’autres variations topographiques, non associées à ces compartiments, impliquent

les marqueurs suivants la VIM, l’ŒSMA, la $100A4, l’EMA, la KRT19, le Ki67 et le CEA

(figures 14 et 15). Elles concernent donc un marqueur putatif de CMEM aussi perçu

comme un marqueur d’immaturité épithéliale (VIM), le marqueur reconnu de CMEM le

plus utilisé en clinique (OESMA), un marqueur putatif de CMEM et marqueur de transition

épithéliale-à-mésenchymateuse ($1 00A4), un marqueur reconnu de CLUM et marqueur de

régulation de la physiologie luminale par la CMEM (EMA), un marqueur reconnu de

CLUM et marqueur putatif de progéniteurs mammaires (KRT1 9), un marqueur reconnu de

prolifération cellulaire (Ki67) et enfin, un antigène dont la distribution foetale importante

contraste avec sa distribution limitée chez l’adulte (CEA). Plusieurs de ces variations

topographiques sont inter-reliées, comme celles impliquant des TDLU morphologiquement

similaires du sein adulte. Tel qu’illustré à la figure 15 de M à Q, les portions de TDLU qui

renferment de rares CLUM positives pour la KRT19 présentent en général des éléments

glandulaires pauvres en cellules basales/myoépithéliales vacuolées; fortement positifs pour

l’a$MA, ces éléments aux lumières mal définies ne renferment presque pas de cellules

Ki67(+). Au contraire, les portions de TDLU aux CLUM uniformément KRT19(+)

présentent de nombreuses cellules basales/myoépithéliales vacuolées; bordés par une mince

couche de CMEM ŒSMA(+) comportant des brèches, ces éléments présentent des lumières

remplies de matériel sécrétoire et renferment un nombre élevé de cellules basales et supra

basales Ki67(+). Considérées dans leur ensemble, ces variations phénotypiques suggèrent

la co-existence de CMEM et de CLUM similaires mais non identiques à l’intérieur de

compartiments anatomiques/histologiques.
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Une reconnaissance entravée

CE” Il existe peu d’informations sur les variations non aléatoires de l’imrnunophénotype

myoépithélial normal malgré (Tableau XVIII), possiblement en raison de:

1- l’idée reçue selon laquelle la CMEM est une «cellule accessoire terminalement

différenciée»; le peu d’études systématiques réalisées sur la CMEM humaine

normale serait à la fois une cause et une conséquence du manque d’intérêt manifesté

vis-à-vis de ce type cellulaire;

2- le nombre restreint de marqueurs de CMEM utilisés en pathologie mammaire;

3- le critère de sensibilité sur lequel se base la sélection des marqueurs de CMEM

utilisés en milieu hospitalier depuis près de vingt ans. Prenant pour acquis qu’il

n’existe qu’un immunophénotype myoépithélial mammaire normal, il favoriserait la

sélection d’antigènes-cibles peu informatifs pour l’étude de sous-groupes de CMEM

(OESMA, p63) aux dépens d’antigènes-cibles mettant en évidence le caractère

distinct des CMEM de CE et de TDLU; autrement dit, le manque de sensibilité

reproché à ces derniers (ex. KRT14, KRT17, VEVI) découlerait en fait de leur

spécificité pour des sous-groupes biologiquement significatifs de CMEM;

4- l’utilisation généralisée de cocktails d’anticorps anti-kératines en pathologie

humaine. Les cocktails d’anti-kératines sont souvent préférés aux anticorps qui

ciblent une seule kératine à la fois parce qu’ils amenuisent les variations de

distribution propres à chacune d’elles; bien que perçu comme avantageux dans

certains contexte, cet apparent gain d’efficacité traduit une perte d’informations. De

plus, ces cocktails sont encore souvent utilisés sans tenir compte du fait que les

kératines seraient des marqueurs de comportements plutôt que de «nature»

cellulaire, leur expression n’étant pas strictement épithéliale245’306’307’308 comme on

l’avait d’abord cru. De plus, certains cocktails d’anti-kératines ne reconnaissent pas

aussi efficacement les différentes kératines qu’ils devraient cibler; leur efficacité

étant souvent biaisée en faveur des kératines luminales’34’301, ils s’avèrent peu

fiables pour le dépistage de carcinomes myoépithéliaux du sein194’201’309’310’3.

Enfin, l’utilisation de tels cocktails retarde l’acquisition de connaissances

cliniquement pertinentes, de données sur le potentiel de kératines individuelles

comme facteurs de diagnostic ou de pronostic, par exemple;
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5- l’utilisation encore fréquente de tissus mammaires péri-lésionnels à titre

d’échantillons de sein normal: variations peu visibles à cause d’un amenuisement

de l’hétérogénéité «normale» dans le sein pathologique74; à l’inverse, variations

normales conservées mais interprétées comme réactionnelles - et ignorées;

6- la variabilité inter-études du type et des modalités de fixation des tissus. Il existe

une grande variété de fixateurs et de protocoles de fixation qui s’avèrent plus ou

moins adéquats dans diverses situations. En clinique, la fixation à base de

formaldéhyde est fréquemment utilisée (stabilisation réversible des tissus qui

semblent moins altérés avec un fixateur comme le Tissufix, employé au CHUM et

pour nos travaux, qu’avec l’éthanol227 par exemple); toutefois, des fixateurs peu

adéquats pour faire de l’IHC sont encore employés en milieu hospitalier230 (ex.

Boum) et beaucoup d’articles de recherche discutent de données issues

d’échantillons de sein normal fixés très différemment (ex. congélation et acétone;

éthanol, méthacam, formaldéhyde, etc. employés pour des durées et à des

concentrations variables). Même réalisée de façon optimale, la fixation de tissus par

différentes approches occasionne des variations artéfactuelles qui compliquent la

documentation de variations phénotypiques d’origine biologique. Des protocoles de

fixation inadéquats ont le même effet (ex. variations entre le centre et le pourtour

des coupes découlant d’un temps de fixation trop court avec un fixateur à base de

formaldéhyde; ce dernier pénétrera rapidement mais fixera lentement les tissus : le

centre des pièces sera alors fixé par l’éthanol utilisé pour la circulation automatisée

précédant l’enrobage en paraffine);

7- l’attribution non confirmée d’une origine artéfactuelle aux variations de marquages

d’JRC difficiles à expliquer selon les connaissances de sénologie du moment (ex.

variations inter- et intra-compartimentales interprétées comme des artéfacts de sur-

fixation).

Des variations non aléatoires de l’activité de phosphatase alcaline endogène

La localisation de PAe peut agir à titre de contrôle technique en fliC; elle-même a

déjà servi à caractériser divers types cellulaires312 dont les CMEM (forte activité de PAe

presque exclusivement myoépithéliale dans le sein’45). Les colorations enzymatiques sont

rarement utilisées à des fins de recherche depuis l’introduction de l’ll-IC, au début des

années 1980.
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Le BP d’un spécimen foetal de 16 semaines de gestation ne montre aucune réaction

pour la PAe (marquage limité à quelques structures vasculaires; figure 2$ en A). Chez

l’adulte, en revanche, de nombreuses CMEM et la majorité des vaisseaux sanguins du sein

adulte normal et pathologique présentent une PAe détectable par simple exposition des

tissus congelés au chromogène BCIP/NBT (Figure 2$ de B à G). La distribution ponctuelle

du chromogène, le long des membranes basales de certaines CMEM, suggère une

association entre l’activité de PAe et l’établissement d’adhésions cellule-ECM.

Le fait que le marquage soit généralement plus faible dans l’ensemble des CE

versus dans l’ensemble des TDLU du sein adulte normal suggère, à l’instar des variations

de certains de nos marquages d’IHC, que les CMEM des CE et des TDLU présentent des

différences d’ordre physiologique. De plus, dans les CMEM de TDLU pourtant adjacents,

la PAe est tantôt présente et importante, tantôt quasi-absente (Figure 2$ en B). Dans les

TDLU «positifs», l’intensité de la réaction est typiquement maximale dans les acini

présentant des lumières bien définies et un épithélium comportant deux assises cellulaires

distinctes. En revanche, les CMEM de petites structures aux lumières mal définies sont plus

rarement et plus faiblement marquées. Ceci souligne encore une fois la coexistence de

CMEM morphologiquement similaire mais non identiques, cette fois d’un point de vue

fonctionnel à l’intérieur de compartiments glandulaires définis à l’histologie.

Les territoires positifs pour la PAe et pour des antigènes-cibles comme la KRT19, le

Ki67 et le CEA présentent une géographie particulière, ceux-ci n’impliquant que des

portions de TDLU voisins. Ceci rappelle étrangement la géographie des territoires

d’inactivation de iX décrits récemment par IHC dans divers organes97. Par ces travaux,

Novelli et coll. ont re-confirmé que le parenchyme mammaire normal est un amalgame de

territoires monoclonaux96’313. La distribution en bandes du CEA immunoréactif dans notre

contrôle de côlon normal, par exemple, est très similaire à celle de la déshydrogénase

glucose-6-phosphate décrite par ces chercheurs (la frontière d’une de ces bandes est visible

à la Figure 42 de l’Annexe VII). À notre avis, la possibilité que certaines variations inter- et

intra-compartimentales de marquages décrites dans cette thèse soient reliées à l’inactivation

de chromosomes X distincts mériterait d’être explorée.
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Dans un autre ordre d’idées, des accentuations focales du marquage des CMEM

pour la PAe sont observées à proximité: de vaisseaux sanguins fortement marqués pour la

PAe; de cellules correspondant possiblement à des éosinophiles (cytoplasme riche en

granules rosés; Figure 2$ en D). Le marquage pour la PAe démontre des accentuations

similaires aux abords de capillaires irriguant des parois et des septa de kystes mammaires

associés à un carcinome : ces hausses de marquage enzymatique ne semblent donc pas

artéfactuelles. Chez la souris, le développement post-natal de la glande mammaire requiert

le recrutement de macrophages et d’éosinophiles au niveau des bourgeons glandulaires

distaux314’315’316’317. Les éosinophiles pourraient influencer certains aspects de la physiologie

mammaire normale chez l’humain comme chez la souris, ce que suggèrent:

1- notre observation d’éosinophiles autour de petits éléments solides de TDLU du sein

adulte normal;

2- notre observation de variations du marquage pour la PAe dans les CMEM de ces

structures;

3- l’intensification cyclique de la métachromasie du stroma intra-lobulaire57 (hausses

suivant immédiatement les pics d’activité mitotique dans l’épithélium);

4- l’accumulation d’éosinophiles aux fronts d’invasion de certains carcinomes du

sein318

5- le recrutement d’éosinophiles par des cellules de lignées de carcinome mammaire

humain319.

Autrement dit, nos travaux suggèrent une implication de la CMEM humaine dans la

médiation d’effets encore méconnus des éosinophiles sur la croissance mammaire dans le

sein normal et pathologique.

Une régulation différentielle des niveaux d’expression de la kératine 14?

Certaines CMEM du sein adulte normal réagissant de manière opposée sur nos

coupes marquées pour la KRTY4, nous avons étudié les niveaux d’expression de ce FI par

RT-PCR, à l’aide d’échantillons de cellules microdisséquées enrichis en CMEM de CE

versus en CMEM de TDLU.

C’ D’après nos résultats, les niveaux d’expression de la KRT14 seraient moins

homogènes dans le compartiment myoépithélial des TDLU que dans celui des CE du sein
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adulte au repos (en ne considérant que les échantillons où l’ADNc de la 132M a été détecté;

résultats dupliqués intégralement, i.e. depuis l’étape de la microdissection). Quoique

compatibles avec l’idée d’une régulation différentielle de l’expression de la KRT14 dans

l’arbre mammaire (une telle régulation existe dans les poils307’308), nos résultats devront être

corroborés sur un plus grand nombre de spécimens pour déterminer si l’hétérogénéité

observée traduit une réalité biologique (et non une contamination occasionnée par le

système de microdissection utilisé, par exemple).
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La cellule myoépïthéliale du sein pathologique

En pathologie mammaire, la localisation par THC de la CMEM humaine vise quatre

buts principaux:

1- déterminer si un carcinome est de forme in situ ou invasive;

2- faciliter la détection de foyers de micro-invasion;

3- déterminer si une lésion mammaire d’architecture complexe est maligne;

4- permettre le diagnostic et l’étude des carcinomes myoépithéliaux malins du sein, des

entités rarissimes mais fréquemment agressives.

Parce que trois de ces buts demandent de départager de manière reproductible des

«CMEM résiduelles» de «CLUM altérées», la pathologie mammaire s’est surtout intéressée

aux caractéristiques musculaires des CMEM; actuellement, les marqueurs ultrastructuraux

et immunohistochimiques utilisés en clinique sont majoritairement associés à la

différenciation musculaire1”320’20’95’95’32032’ ,322,323,324,325,326,327

IvIaigré leur intérêt potentiel6’7’8’9”°’1 1,12,13,130,201,216,217,282,328 les kératines «basales»

de CMEM sont rarement ciblées isolément; elles sont plutôt ciblées en groupe pour

départager les CMEM des CLUM ou ciblées conjointement avec des kératines luminales

pour établir l’origine - épithéliale versus mésenchymateuse - de néoplasmes à l’étude. Cette

seconde pratique repose sur une théorie qui date du début des années l98O329330331332333.

On croyait alors que le contenu en FI d’une cellule permettait de retracer son origine

tissulaire selon les associations : kératines-origine épithéliale, vimentine-origine

mésenchymateuse, protéine gliale fibrillaire-origine gliale et neurofilaments-origine

nerveuse. Mise en doute par certains334, cette théorie prédomine toujours en clinique (ex.

base de classifications des entités pathologiques, principe d’élaboration des batteries

d’anticorps d’IHC diagnostique). Un nombre croissant d’études confirment qu’elle est peu

représentative de la réalité, démontrant par exemple que des fibroblastes335’336 et des

cellules de muscle lisse306 peuvent synthétiser des kératines.

La VIM et les kératines (considérées individuellement) sont souvent omises des

batteries standards d’fflC en pathologie mammaire1; sinon, les résultats générés sont

considérés avec méfiance car plusieurs publications ont souligné le caractère inconstant et



117

hétérogène de leurs distributions et ce, même dans le sein normal. Bien que moins d’études

le mentionnent1337 les protéines associées à la différenciation musculaire montrent

pourtant, elles aussi, des limites importantes comme marqueurs de CMEM: manque de

sensibilité134”35’282; manque de spécificité, l’antigène étant aussi retrouvé dans certaines

CLUM normales ou dans les cellules de carcinomes non myoépithéliaux338’339; signification

biologique équivoque340.

Efficacité des marqueurs myoépithéliaux à l’étude vis-à-vis de pratiques usuelles

de pathologie mammaire

La majorité des antigènes inclus dans notre devis comme «marqueurs de CMEM»

ne sont pas utilisés couramment en clinique. Divers aspects de leurs distributions

respectives expliquent le peu d’intérêt qu’ils suscitent, leur fiabilité semblant moindre que

celle, déjà imparfaite, des rares marqueurs de CMEM utilisés quotidiennement en

pathologie mammaire (surtout l’ŒSMA). Nos résultats d’THC corroborent la plupart des

données préalablement publiées sur ces marqueurs putatifs et reconnus de la CMEM, leurs

«limitations» les plus fréquentes étant

1- un mangue de sensibilité,

plus de 5% de cellules d’aspect rnyoépithélial négatives pour les antigènes : 67LR,

CD44v6, KRT14, KRT17, VIM, GFAP, CNN1, S100f3, S100A4 et p63;

2- un mangue de spécificité inter-tissulaire,

positivité dans le stroma pour les antigènes: 67LR, Œ6, f31, f34, CD44v6, VIIVI,

uSMA, CNNÏ, S100f3 et S100A4;

3- un manque de spécificité intra-tissulaire,

plus de 5% de cellules épithéliales supra-basales et luminales positives pour les

antigènes : 67LR, Œ6, f31, f34, CD44v6, VIM, S100f3 et SÏOOA4.

Tel que mentionné précédemment, nos résultats d’IHC suggèrent que les trois

marqueurs de CMEM les plus reconnus en clinique — outre l’ŒSMA, la CNN1 et le p63

décrits récemment - sont moins efficaces que ce que la littérature prédisait dans le cadre

d’usages courants de la localisation de CMEM pour fins de diagnostic. Les paragraphes qui

suivent développent ces réflexions, consignées au Tableau XIX, pour les trois premiers

(J usages mentionnés (fréquents) puis pour le quatrième.
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Tableau XIX Degré defficacité attendu, selon cette étude, de marqueurs myoépithéliaux

reconnus et putatifs dans le cadre dusages actuels de la localisation par

immunohistochimie de cellules myoépithéliales en pathologie mammaire

Antigènes Carcinomes Carcinomes Lésions Carcinomes
communs communs complexes myoépithéliaux

In situ ou Micro- Néoplasiques Diagnostic,
infiltrants?* invasifs?* ou non?” étude (C.ME.)

67LR142.234.297 n n n
127133137179,218

L. n n n ND
127,133,137,179,218,237,2371i. n n n
127,13714 n n n ND

cw131 ï i i ND
CD44 240,341

V n n n
KRTI 41.131.132.134.192.l97.201242301.311.342

f f f é’’

KRT1725’242 f f f é
VIM25’126’131’”191’192’197’311’343 f f f é’’
GFAPI26,737

___

n n n f
cSMA26’131’134’135’191’192’197’311’324’325’ j f f é’
338,339,343,344

CNNJ”282’303 f f f
sioo r)29’29’268’26 f f f é
S100A4141’249 f f f

pi23’252’296 j f j é

Légende C.ME., composante myoépithéliale; é, élevé; f, faible; j, intermédiaire; n, nul; ND, non disponible.

N.3. Nos réflexions corroborent les conclusions des études citées en caractères standards; en cas de

contradiction très claire, l’étude est citée en italique; ces énumérations ne sont pas exhaustives. Seton la

littérature, les antigènes-cibles soulignés ont déjà été localisés dans les cellules de carcinomes agressifs

présumément dérivés de CLUM — voir la dernière colonne du Tableau X (Matériel et méthodes).

* Usage fréquent — souvent quotidien — dans les hôpitaux pour adultes.

** Ces réflexions ont été publiées’94 relativement au cas de myoépithéliome malin de notre cohorte (spécimen

T16).

En fait, d’après nos résultats et notre revue de littérature, aucun des antigènes-cibles

inscrits au Tableau XIX ne présente un degré d’efficacité «élevé» vis-à-vis des trois usages

fréquents de marqueurs de CMEM en clinique. Cette constatation s’appuie notamment sur

les faits suivants

1- tous ces antigènes présentaient une sensibilité imparfaite comme marqueurs de

CMEM, l’utilisation des moins sensibles d’entre eux (67LR, CD44v6, KRTÏ4,

KRT17, VIM, GFAP, CNN1, S100f3, S100A4 et p63) risquant d’entraîner une sur-

évaluation de la gravité de certaines lésions;
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2- onze de ces antigènes manquaient de spécificité inter-tissulaire comme marqueurs

CN de CMEM, leur utilisation risquant d’entraîner une sous-évaluation de la gravité de

certaines lésions (67LR, Œ6, f31, f34, CD44v6, VIM, GFAP, aSMA, CNN1, SlOOf3 et

$100A4);

3- huit de ces antigènes manquaient de spécificité intra-tissulaire comme marqueurs de

CMEM, leur utilisation risquant d’entraîner une sous-évaluation de la gravité de

certaines lésions (67LR, u6, f31, f34, CD44v6, VIM, $100f3 et S100A4);

4- presque tous ces antigènes peuvent être localisés dans les cellules de carcinomes

non myoépithéliaux du sein. Leur utilisation pourrait favoriser la sous-évaluation de

l’étendue et de la gravité de certains carcinomes, de petits foyers d’invasion risquant

d’être mépris pour des structures glandulaires péri-lésionnelles ou pour de petites

structures vasculaires, par exemple.

Nos résultats dans le sein adulte normal attribuent au CD1O (syn. CALLA) une

efficacité potentielle supérieure à celles des autres antigènes ciblés vis-à-vis des trois

principaux usages actuels de la localisation de CMEM par liC en pathologie mammaire

(bonne sensitivité et bonne spécificité, inter- et intra-tissulaire). Le CD1O est utilisé comme

marqueur de différenciation myoépithéliale mammaire depuis plusieurs années par les

milieux de recherche, principalement pour effectuer des triages cellulaires à partir de tissus;

la technique de fluorescent magnetic activated celi sorting (FACS), par exemple, permet la

séparation de cellules positives pour le CD1O (identifiées comme CMEM) et de cellules

positives pour un marqueur de CLUM (typiquement la mucine MUC-1). Malheureusement,

ce marqueur myoépithélial reste méconnu et sous-utilisé en milieu hospitalier. Faute de

tissus congelés, nos spécimens de carcinomes myoépithéliaux n’ont pu être marqués pour le

CD1O. Des anticorps anti-CD1O utilisables sur tissus fixés et inclus en paraffine ont

récemment été commercialisés mais leur efficacité demeure variable; d’après nos données

sur la distribution du CD1O dans le sein normal et pathologique, des anticorps anti-CD1O

fiables sur paraffine pourraient contribuer de façon importante à la localisation de CMEM

humaines, en clinique comme en recherche, au cours des prochaines années.

Dans le sein adulte normal au repos, les CMEM de TDLU positives pour l’uSMA et

le p63 forment une couche fréquemment discontinue; plusieurs brèches de cette couche

permettent vraisemblablement le passage de cellules épithéliales négatives pour l’un et/ou
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l’autre de ces antigènes (Figure 15 en C à E). Le recours à l’a$MA ou au p63 comme

marqueur de CMEM semble dès lors moins justifié pour identifier des foyers de micro-

invasion (risque de résultats faux-positifs). L’utilisation de laSMA ou du p63 comme

marqueur de CMEM semble à peine plus indiqué pour distinguer des lésions non

néoplasiques complexes de néoplasmes: leur distribution est inégale parmi les CMEM de

nombreuses lésions non néoplasiques (ex. CMEM de kystes comme celui illustré à la

Figure 24) et parmi les CMEM résiduelles de certains néoplasmes. Notre vérification de ces

limites connues de l’ŒSMA comme marqueur de CMEM135’338 confirme l’importance de ne

pas l’utiliser seul lors d’investigations par IHC de lésions mammaires339. Nos résultats

tempèrent l’enthousiasme récemment manifesté vis-à-vis de l’efficacité du p63 comme

marqueur de CMEM résiduelles à des fins diagnostiques252’296; ils confirment par contre

que le p63 pourrait compléter avantageusement les batteries d’anticorps utilisées en

sénologie fondamentale et appliquée.

Vue l’importance accordée à la CLUM pathologique au cours des dernières années,

le recours à des batteries de marqueurs de CMEM n’a pas été et n’est encore pas la

norme1’95 : la plupart des études d’IHC impliquent rarement plus de deux ou trois marqueurs

«très sensibles» de CMEM (typiquement l’ŒSMA ou un autre marqueur de différenciation

musculaire). Tel que mentionné précédemment, notre batterie d’anticorps souligne la

présence de cellules de carcinomes de formes communes positives pour divers antigènes

myoépithéliaux, par exemple:

1- des cellules cancéreuses positives pour la KRT14 et/ou la KRT17 concentrées aux

fronts d’invasion de carcinomes canalaires de haut grade (Figure 21 en A et B;

Figure 22 en B);

2- des cellules positives pour la KRT14, la KRT17 et diffrisément positives pour

l’ŒSMA dans certains foyers in situ d’un carcinome lobulaire de haut grade (Figure

23 enC,EetG);

3- des cellules cancéreuses positives pour la KRT14, la KRT17 et le p63 dans un

foyer, facile à méprendre pour un vaisseau sanguin, d’un carcinome canalaire

résistant au raloxifène (Figure 20).
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Beaucoup d’auteurs ont ignoré ou automatiquement attribué une origine artéfactuelle

à des données semblables; ils considéraient le caractère partiellement basal de ces cellules

cancéreuses comme aberrant en raison

1- de la réputation de «cellule accessoire terminalement différenciée» de la CMEM;

2- de leur conviction que la CMEM ne participe pas à la genèse des formes communes

de carcinomes mammaires et qu’elle agit en fait comme une alliée de l’hôte en

s’opposant à la progression néoplasique202’203’204’205’206’207’208 (directement et/ou

indirectement, activement et/ou passivement).

Devant des données similaires, d’autres chercheurs ont plutôt formulé l’hypothèse à

contre-courant d’une «implication myoépithéliale parfois insoupçonnée»6’7’8’9”°”2”3’201.

Les résultats de recherches récentes effectuées par IHC, par analyse de perte

d’hétérozygotie, par hybridation génomique comparative et par microarrays

d’ADN4’5’1’4”54’209’213’214’215’216’2’ ‘, appuient clairement cette thèse. Nos travaux supportent

ce courant idéologique souvent dénigré, initié il y a plus de 30 ans’53’210’211’212.

Des marqueurs pour l’étude et le diagnostic de carcinomes myoépithéliaux

Les limitations des marqueurs discutées ci-dessus s’avèrent moins problématiques

vis-à-vis d’un autre usage de la localisation de CMEM par ifiC en pathologie mammaire,

soit le diagnostic/l’étude de carcinomes myoépithéliaux du sein (purs, mixtes). La littérature

mentionne moins souvent cet usage, ces carcinomes semblant rarissimes. Les propriétés

antigéniques de leurs CMEM pathologiques ne sont pas toujours documentées de manière

extensive; lorsqu’elles le sont, elles présentent typiquement des différences intra- et inter-

cas marquées’91’343’344’345.

Nos résultats d’IHC pour les cas T14 et T16 confinnent et complètent la littérature

disponible sur les adénomyoépithéliomes et myoépithéliomes malins du sein, ces entités

dont la patho-physiologie reste obscure et qui s’avèrent souvent aggressives’92”94”95; nos

données démontrent l’intérêt de cibler de multiples antigènes myoépithéliaux pour les

caractériser, leurs CMEM pathologiques adoptant de multiples profils altérés.

Tel que mentionné dans la légende de la Figure 25, en accord avec la

littérature’95’344, les CMEM pathologiques de notre cas d’adénomyoépithéliome malin
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forment des foyers d’aspect organoïde (figure 25, cas 114); par leur morphologie générale

et les propriétés antigéniques de leurs populations cellulaires, ces foyers ressemblent

beaucoup aux tPS de nos spécimens foetaux de plus de 20 semaines (ex. figure 25). Bien

qu’à un degré moindre que le carcinome du cas T14, toutes les lésions étudiées présentent

des foyers d’aspect focalement plus organoïde que chaotique. Ces observations rejoignent

celles faites par Bisseil et coll. à l’aide de systèmes de culture cellulaire tridimensioimels346

(aspect remarquablement organoïde de cultures de lignées mammaires cancéreuses).

Le myoépithéliome malin de notre cohorte était accompagné de nodules satellites

suspects (cas T16); des éléments glandulaires typique de l’un de ces nodules présente des

«inclusions intra-épithéliales» d’aspect très variable (figure 26 en M à O). L’examen de

coupes sériées permet de constater qu’il s’agit en fait souvent de travées de mésenchyme

anormal plutôt que de nodules isolés; ces travées et les cellules épithéliales qui les bordent

sont continues avec le mésenchyme mammaire environnant et les CMEM locales. Chez des

patientes présentant un myoépithéliome malin, l’excision de tels nodules pourrait être

justifiée même s’ils semblent bénins, vu le comportement souvent agressif et imprévisible

des carcinomes myoépithéliaux malins et le peu de données disponibles à leur sujet (moins

de 10 cas confirmés dans la littérature).

Les marqueurs ciblés par nos travaux semblent particulièrement intéressants pour

étudier la biologie des carcinomes myoépithéliaux mammaires - qu’ils soient employés

seuls, pour des doubles-marquages ou inclus dans des batteries d’anticorps. Nous avons par

ailleurs proposé que le diagnostic de carcinomes myoépithéliaux de forme pure peut être

confirmé par des doubles-marquages d’1HC194 : au besoin, un double-marquage d’IHC pour

la KRT14 et l’ŒSMA peut remplacer l’ultrastructure pour le diagnostic de myoépithéliomes

malins du sein, ce diagnostic nécessitant la mise en évidence d’une coexpression à l’échelle

cellulaire (et non simplement tumorale) de kératines basales et de protéines de muscle lisse.

Des CMEM pathologiques positives pour la 0fAP ont été occasionnellement

décrites248’347’348’349. Des cellules allongées positives sont présentes dans un foyer d’une

coupe du cas T14 marquée pour la GFAP (non illustré), mais leur disposition ne permet pas

de les identifier avec certitude comme «CMEM pathologiques» (le manque de matériel,

pour ce cas et le cas Tl6, nous a empêché d’approfondir cette question); ceci explique le
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degré «faible» d’efficacité attendue attribué à cet antigène vis-à-vis de ce quatrième usage

de la localisation par IHC de CMEM en clinique (Tableau XIX).

Enfin, les CMEM pathologiques de notre cas de myoépithéliome malin présentent

un moins grand nombre de profils antigéniques distincts que les CMEM pathologiques dc

notre cas d’adénomyoépithéliome mammaire malin. Cette observation supporte l’hypothèse

voulant que des progéniteurs épithéliaux conmmns aux lignées luminale et myoépithéliale

du sein donnent naissance aux carcinomes myoépithéliaux mixtes154; elle suggère par

ailleurs que les myoépithéliomes malins purs seraient issus de progéniteurs myoépithéliaux

altérés. La découverte de l’aspect monoclonal de vastes territoires du sein adulte

normal96’97’313 et l’existence d’altérations génétiques communes aux CLUM et CMEM

d’adénomyoépithéliomes du sein5’154 semblent appuyer cette hypothèse.

La demande - irréaliste? - faite aux marqueurs du phénotype myoépithélial

mammaire

Nos antigènes-cibles présentent des limitations importantes vis-à-vis de trois usages

actuels de la localisation par IHC de CMEM en oncologie (i.e. déterminer si un carcinome

est de forme in situ ou invasive, faciliter la détection de foyers de micro-invasion et

déterminer si une lésion mammaire d’architecture complexe est maligne). De prime abord,

nos résultats semblent confirmer

1- le besoin de poursuivre la recherche d’antigènes myoépithéliaux susceptibles de

remplir plus efficacement ces rôles;

2- la nécessité d’utiliser, en clinique, des batteries d’anticorps anti-CMEM plus

complètes;

3- l’intérêt d’optimiser de telles batteries d’anticorps anti-CMEM en fonction de

contextes pathologiques spécifiques (ex. choix de quelques kératines basales -

ciblées individuellement - pour le dépistage de carcinomes myoépithéliaux).

La synthèse des données fournies par les trois volets de notre caractérisation de la

CMEM humaine nous a pourtant amenés à pousser plus loin cette réflexion. En effet, la

manière actuelle d’évaluer la sensibilité des marqueurs de CMEM suppose que les CMEM

du sein adulte normal forment une population cellulaire homogène, partageant un

immunophénotype unique. Or, nos travaux ont mis en évidence de nombreuses variations
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du phénotype myoépithélial dans le sein adulte normal; ces variations ne sont pas que

morphologiques. Parce qu’elles sont non aléatoires, inter-reliées et démontrables dans tous

nos spécimens de sein adulte normal, ces variations confirment la coexistence de CMEM

similaires mais néanmoins distinctes dans l’épithélium du sein adulte normal au repos282.

D’après nos données de MO, d’IHC et de colorations pour la PAe, des CMEM qui partagent

certaines propriétés sont souvent regroupées dans l’espace. D’après nos données de MC,

d’NC, de colorations pour la PAe et possiblement aussi de RT-PCR, par exemple, les

CMEM de CE et de TDLU normaux différeraient les unes des autres aux plans

morphologique, antigénique et physiologique.

Cette réalité biologique méconnue pourrait expliquer la grande difficulté d’identifier

des marqueurs myoépithéliaux hautement spécifiques et sensibles de «la CMEM humaine»,

ce mandat exigeant d’eux qu’ils soient spécifiques et sensibles pour des entités

immunophénotypiquement distinctes. Les marqueurs myoépithéliaux les plus sensibles,

selon la vision actuelle des CMEM, sont donc peu spécifiques (ex. marquage concomitant

de cellules stromales par l’ŒSMA, la VIM, les protéines $100, etc) et vice-versa (ex.

KRT14 et KRT17 très spécifiques, mais ne marquant que des sous-groupes de CMEM).

Ceci expliquerait par ailleurs les nombreuses controverses entourant la valeur informative,

en pathologie mammaire appliquée, de tous les marqueurs de CMEM utilisés dans cette

é17’303

Quoique prédominant en sénologie, le concept selon lequel l’épithélium du sein ne

comporte que deux types cellulaires terminalement différenciés (angl. iwo-ceil concept)

occulterait la réalité et freinerait l’acquisition de nouvelles coimaissances292’350. Relégué aux

oubliettes par plusieurs chercheurs engagés dans la quête des insaisissables précurseurs

“ultimes” du sein adulte (ceux-ci trébuchant sur des progéniteurs transitoires presque aussi

nombreux qu’eux...; réf. revue de Smalley et Ashworth’°°), ce concept demeure très influent

en sénologie. Même récents, les modèles actuels de physiologie mammaire s’appuient

encore sur le two-cell concept ou sur une de ses nombreuses variantes, i.e. des concepts

«oligo-cellulaires» reconnaissant notamment l’existence

1- de CLUM, de CMEM canalaires et de CMEM lobulaires’25;

2- de CLUM canalaires, de CLUM lobulaires et de CMEM’°5’35’;

3- de CLUM, de CMEM et de progéniteurs supra-basaux multipotents292.
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Le two-cell concept demeure par ailleurs omniprésent en clinique en tant que

fondement de pratiques et de schèmes de raisonnement utilisés quotidiennement en

pathologie mammaire appliquée. Cette vision réductionniste se serait ouvertement opposée

et s’opposerait encore, mais moins explicitement, à la reconnaissance de l’existence et de

l’importance physiologique des différentes CMEM du sein normal... et pathologique (ex. en

tant que fondement conceptuellement inexact des critères de sélection des marqueurs de

CMEM). En effet, parce que le phénotype de la majorité des cellules de la plupart des

cancers du sein est jugé «incomplètement luminal mais encore moins myoépithélial»,

l’oncologie se préoccupe presque exclusivement des CLUM depuis des décennies.

De multiples phénotypes myoépithéliaux résiduels... et péri-lésionnels

Les propriétés des CMEM résiduelles présentent des variations13’125’324’325’328’352’353

qui ont rarement été documentées’14282354 Notre étude parallèle de diverses lésions

mammaires confirme que des CMEM résiduelles et péri-lésionnelles présentent des

variations dimmunophénotype non aléatoires qui ne sont pas qu’artéfactuelles

1- les CMEM altérées de lésions non néoplasiques présentent des phénotypes très

variables mais souvent uniformes de façon focale (Figure 16 en E; Figure 24 en D);

2- les CMEM résiduelles présentent habituellement des immunophénotypes différents

en fonction du type de carcinome «commun» qu’elles bordent et, le cas échéant, de

leur position par rapport aux fronts d’invasion (Figures 16, 19, 22, 24);

3- les CMEM péri-lésionnelles de TDLU arborent fréquemment un profil antigénique

plus typique des CMEM de CE que de TDLU du sein normal (Figure 23 en B).

Ces variations impliquent moins souvent l’uSMA et le p63 que la KRT14, la

KRT17, la VIM, la CNN1, la S100f3. Plusieurs d’entre elles semblent coordonnées et

associées à des variations non aléatoires de marquages pour le CollIV, le CollVII, la LN5,

1’EMA, la KRT19, le CD34, le Ki67 et le CEA. Une cohorte plus considérable permettrait

d’étudier les potentiels diagnostique et pronostique inexplorés de ces variations en

pathologie. L’utilisation de coupes sériées et la documentation systématique de foyers

sélectionnés ont été cruciales pour mettre en évidence le caractère non aléatoire de certaines

de ces variations phénotypiques. À notre avis, la reconnaissance de l’existence de sous

groupes de CMEM résiduelles et péri-lésionnelles pourrait être retardée du fait que ces

deux pratiques ne sont pas exigées pour la publication de résultats d’IHC en sénologie.
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Deuxième partie: une redéfinition et un modèle de croissance

physiologique

Les variations d’IHC mises en évidence par nos travaux impliquent des marqueurs

de CMEM, de lame basale, de CLUM, de fibroblastes stromaux et de prolifération

cellulaire (collaboration en cours avec le Dr André Tremblay concernant des récepteurs

d’hormones stéroïdiennes). Reproductibles et souvent inter-reliées, très similaires dans le

sein foetal, adulte normal et pathologique, ces variations délimitent des «compartiments»

glandulaires déjà pressentis ou reconnus comme morphologiquement/fonctionnellement

distincts dans la glande mammaire humaine normale et lésée. Nos données s’opposent ainsi

au concept selon lequel l’épithélium mammaire ne comporterait que deux populations

principales de cellules aux propriétés homogènes; en fait, nos travaux questionnent même

la pertinence de définir des sous-populations myoépithéliales et luminales, l’existence de

variations «intra-compartimentales» topographiques soulignant le caractère plastique des

CMEM et des CLUM (ex. marquage pour le Ki67, marquage pour la PAe). Les variations

phénotypiques non aléatoires décrites dans cette thèse s’accordent mal avec l’idée reçue

selon laquelle une CMEM ou une CLUM s’engage de façon quasi-irréversible dans un

processus de différenciation défini.

D’après un nombre croissant d’études réalisées in vitro, les capacités fonctionnelles

de la CMEM humaine seraient largement sous-estimées. Elles influenceraient par exemple

les processus de polarisation et de croissance épithéliales44’°5”39”60’203’216’355’356’357’358’359’36°

par l’établissement d’adhésions cellule-cellule spécifiques, par la synthèse de facteurs de

croissance à action paracrine et autocrine, par la synthèse de constituants d’ECM précis et le

remodelage de la lame basale mammaire, par l’initiation et la terminaison de mouvements

de mobilisation cellulaire, etc. Malheureusement, les données discordantes obtenues à l’aide

de systèmes expérimentaux distincts ravivent des controverses, ajoutant à la confusion

générale qui entoure les propriétés de la CMEM humaine. Par exemple, des publications

récentes la désigne tantôt une «alliée de l’hôte agissant comme suppresseur naturel

d’angiogenèse et d’invasion»203’204’205’207’208, tantôt comme une cellule «naturellement

invasive» et/ou «à l’origine de cancers particulièrement agressifs»4’5’209’215’216. Sur la base de

travaux effectués principalement chez le rat, Deugnier et coll. (2002) proposent que

l’hétérogénéité du phénotype des CMEM animales et humaines pourraient témoigner des
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différentes origines et fonctions des cellules basales de l’épithélium mammaire159. Nos

observations supportent davantage cette vision de la CMEM: elle admet que les CMEM ne

forment pas un groupe cellulaire homogène et ne sont possiblement pas engagées dans une

seule et même voie de développement. La présente caractérisation permet d’ajouter:

1- que la variabilité du phénotype myoépithélial mammaire humain n’est pas aléatoire

dans l’espace;

2- que les variations d’aspects distincts du phénotype rnyoépithélial mammaire humain

sont inter-reliées;

3- que la variabilité du phénotype myoépithélial mammaire humain n’est pas un

phénomène isolé au niveau de la jonction épithélio-stromale du sein, les propriétés

d’autres constituants de cette unité fonctionnelle présentant des variations non

aléatoires coordonnées avec certaines variations phénotypiques des CMEM.

Nos travaux sur tissus humains &opposent aux notions très ancrées selon lesquelles

la CMEM est une «cellule terminalement différenciée» et «accessoire». Rarement

contestées158’159, ces réputations n’ont pas fait l’objet de démonstrations formelles mais ont

été alimentées par les nombreuses incertitudes et controverses qui entourent ce type

cellulaire depuis sa description initiale. En fait, la littérature de sénologie renferme des

données similaires aux nôtres, mais disséminées au point de perdre leur potentiel

informatif. Notre étude systématique d’échantillons de sein foetal et adulte normal

démontre clairement — consulter au besoin l’Annexe VIII - que les cellules

basales/myoépithéliales du sein:

1- sont plus susceptibles de participer à l’établissement et à la médiation d’interactions

épithélio-stromales que tout autre type cellulaire de l’épithélium mammaire d’après

leur position, la modulation de leur activité enzymatique à proximité de cellules de

défense, les associations existant entre les variations phénotypiques de ces cellules et

les attributs de la lame basale et du mésenchyme sous-jacents, mais aussi leur profil

antigénique (résultats d’IHC pour la KRT14, le 67LR, l’Œ6, la f31 et la f34);

2- peuvent proliférer du fait que certaines d’entre elles renferment plusieurs noyaux,

présentent des figures mitotiques, sont Ki67(+), KRT17(+) et/ou VIM(+);

3- ne semblent pas terminalement différenciées d’après leur profil antigénique (résultats

C d’IHC pour la T17, la VI et la S100A4);
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4- présentent des attributs typiques de progéniteurs d’épithéliums humains, notamment:

des figures mitotiques asymétriques (résultats d’IHC pour le p63 et le Ki67); une co

immunoréactivité pour des FI de classes différentes (KRT14, KRT17 et VIM); une

réaction variable pour le p63 à l’instar de cellules multipotentes de la peau (Figure

12); la non-expression focale de la KRT14 à l’instar de cellules d’amplification

transitoire de la matrice pileuse307; des membranes CD1O(+). Sur la base de résultats

préliminaires concernant le sein foetal, nous avons d’ailleurs proposé172 que ces

cellules basales/myoépithéliales pourraient être des constituants cruciaux du micro-

environnement de progéniteurs mammaires et/ou même agir comme progéniteurs

dans certains contextes. Nos données additionnelles semblent valider ces deux

propositions, chez le foetus mais aussi chez l’adulte.

Parce que les interactions épithélio-stromales sont au coeur de la physiologie

mammaire171’361’362, la première de ces constatations confère à elle seule une importance

énorme à la CMEM humaine. Ce type cellulaire serait en effet essentiel à

l’accomplissement de processus aussi complexes que la croissance physiologique,

processus impliquant des événements transitoires de prolifération et de mobilisation

cellulaires qui doivent être coordonnés et étroitement régulés. Ces processus requièrent

fréquemment qu’une même cellule change radicalement de comportement lorsqu’exposée à

des stimuli de nature et d’ampleur très variables. Or, la CMEM humaine présente justement

des propriétés décrites comme très «hétérogènes» in vivo, propriétés qui ne peuvent être

parfaitement reproduites in vitro (les CMEM et les cellules de lignées d’aspect

myoépithélial mises en culture adoptant des propriétés distinctes et variables selon le milieu

utilisé363’364’365). Ironiquement, cet obstacle technique à la caractérisation de la CMEM

humaine serait donc en lui-même un indice majeur de son potentiel physiologique non

reconnu — comme de nombreuses contradictions concernant ses propriétés dans la

littérature. Ainsi, la CMEM serait un peu à la physiologie de l’épithélium mammaire ce que

le p53 est à la physiologie cellulaire, c’est-à-dire un élément-clé de processus dont les

conséquences biologiques peuvent être contraires. Son étude et sa définition seraient

d’autant plus difficiles qu’à l’instar du p53, elle semble être constamment «l’exception qui

confirme la règle» des schèmes de pensée actuels.
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Redéfinition des cellules myoépithéliales du sein

À la lumière de notre revue de littérature, de nos observations personnelles et des

réflexions précédentes, nous nous proposons de redéfinir les CMEM humaines comme

suit : des dérivés de progéniteurs épithéliaux multipotents qui ont adopté des états de type

basal, conservant souvent un potentiel de prolifération et un potentiel de différenciation non

nuls; certains états basaux permettraient la genèse de progéniteurs multipotents de novo par

le biais de mitoses asymétriques. Les CMEM moduleraient et seraient continuellement

modulées par leur micro-environnement via des interactions de nature biochimique,

spatiale, physique et autres. Chaque CMEM serait unique et ses propriétés, à un instant

précis, résulteraient de ses potentiels réalisés, en voie de l’être et latents. L’exposition de

progéniteurs possédant des propriétés analogues à des micro-environnements similaires ou

homogènes mènerait cependant à leur adoption d’états relativement uniformes. Le

compartiment myoépithélial de l’épithélium du sein normal comprendrait des acteurs

physiologiques de premier plan de la jonction épithélio-stromale (médiation d’interactions

épithélio-stromales cruciales pour la morphogenèse puis le maintien de l’homéostasie

glandulaires, activité progénitrice, etc.).

En accordant une grande importance au micro-environnement et non seulement au

temps, notre redéfinition de la CMEM adopte une approche spatio-temporelle de la

physiologie mammaire. De prime abord, son énoncé semble donc plus complexe que celui

de définitions usuelles de la CMEM. Contrairement à ces dernières, basées sur le concept

de «programme pré-établi de différenciation», notre définition ne présume pas que les

CMEM normales sont engagées dans un processus de maturation aboutissant à un état de

«différenciation terminale» spécifique (approche temporelle). De ce fait, notre définition

semble plus apte à rendre compte de la variabilité non aléatoire de nos résultats et de ceux

obtenus par d’autres groupes à l’aide de milieux de culture cellulaire

tridimensioimels42’46”58’346’346, par exemple. Nos travaux soulignent ainsi l’intérêt, pour la

sénologie, d’approches scientifiques dites «de logique floue» (angl. fuzzy-logic; voir

notamment366’367) t ces approches plus probabilistes que déterministes permettent

d’analyser les multiples facettes de réalités biologiques complexes parce qu’elles font appel

à des définitions peu rigides. Le caractère réductionniste de paradigmes actuels tend à

freiner l’étude de certaines de ces facettes, s’opposant parfois à leur existence pourtant
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démontrable expérimentalement. Nos travaux suggèrent que des controverses relatives à la

CMEM ne pourraient être résolues malgré la mise au point de techniques d’analyse toujours

plus sophistiquées : certaines controverses découleraient de schèmes de pensée

réductionnistes menant à des interprétations biaisées des informations recueillies et non

d’un manque d’informations ou d’informations invalides. Le manque de consensus

concernant les marqueurs myoépithéliaux les plus performants pour fins de diagnostic en

pathologie mammaire1 en serait un exemple, tel que discuté plus tôt (section La demande —

irréaliste? — faite aux marqueurs du phénotype myoépithétial mammaire; commentaire sur

la recherche de marqueurs «sensibles et spécifiques» pour le phénotype de CMEM

normales-résiduelle).

Un modèle de l’initiation de la morphogenèse du sein in utero

La définition de CMEM proposée ci-dessus sert de prémisse à ce modèle de la

dynamique de croissance épithéliale dans le sein normal foetal (deuxième trimestre

gestationnel).

Tel que mentionné dans la première partie de la discussion, les propriétés des

cellules basales de PS de nos spécimens de sein foetal rappellent beaucoup celles des
155156280cellules basales dans la glande mammaire foetale des rongeurs (voir notamment ‘

‘

Sapino et coll.279 ont étudié les cellules basales mammaires chez la souris, à l’aide

d’explants mammaires maintenus dans un milieu riche en oestrogènes, en prolactine et en

facteur de croissance épidermique. De nombreuses similarités existent entre les ePS de nos

échantillons de sein foetal et les terminaisons mammaires bulbeuses de souris, ces dernières

démontrant: une atténuation proximo-distale de l’immunophénotype épithélial basal; une

variation plus marquée du phénotype basal en amont et en aval du collet des extrémités

renflées (une région de la glande murine similaire à la jonction tPS-ePS du sein foetal

humain); l’association à une lame basale CollW(+) de cap celis négatives pour l’ŒSMA et

diverses kératines (dont la KRT14).

Alors que le courant général attribuait et attribue toujours un rôle de progéniteur

totipotent aux cap ceils des rongeurs, Sapino et colI. proposent qu’elles constitueraient

plutôt des cellules «de pavage»; d’après eux, les cellules souches mammaires seraient

situées derrière les cap celis et proliféreraient activement au centre des projections — non à
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leurs extrémités. Cette réflexion originale, non reprise dans la littérature récente, s’accorde

pourtant particulièrement bien avec nos résultats de MO et d’IHC concernant la région

mammaire foetale humaine (ex. distribution du Ki67 dans la glande mammaire murine

foetale similaire à celle observée chez l’humain; Figure 13 en T).

La Figure 34 de la page suivante illustre notre perception de l’initiation de la

morphogenèse mammaire humaine entre 15 et 24 semaines de gestation. D’après ce

modèle, des mésenchymes distincts seraient largement responsables de la genèse de

structures épithéliales aux architectures différentes (tubulaire versus ramifiée). Les

paragraphes qui suivent expliquent ces propos.

Les P$ mammaire foetales présenteraient des zones épithélio-stromales distinctes,

incluant des cellules basales de PS dissemblables parce qu’exposées à des couches de

mésenchyme différentes (d’où l’utilisation de quelques tons de vert pour les représenter vis-

à-vis des quatre couches du mésenchyme de soutien). Les progéniteurs épithéliaux

multipotents jouissant vraisemblablement d’une grande plasticité, les schémas de la Figure

34 ne seraient pas pleinement représentatifs de la variété des phénotypes qu’ils adoptent

dans le sein foetal. Les apostrophes des désignations Ml’ à M4’ rappellent que la

composition des couches du mésenchyme de soutien n’est probablement pas fixe

(remodelages associés au processus de croissance épithéliale).
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Q
Figure 34 Modèle proposé de l’initiation de la morphogenèse du sein in utero (deuxième

trimestre de gestation)

Légende: ePS, extrémité de projection secondaire; Jct tPS-ePS, jonction tige-extrémité d’une projection

secondaire; M#, couches spécifiques du mésenchyme (début de la morphogenése); M#’, couches spécifiques

du mésenchyme (pendant la morphogenèse); OPS, origine d’une projection secondaire au niveau du bourgeon

primaire; PSn, projection secondaire naissante; tPS, tige de projection secondaire.

Les teintes de bleu identifient des progéniteurs épithéliaux multipotents, très plastiques, qui prolifèrent dans

les compartiments supra-basaux et centraux des PS; ils modulent et sont modulés par le mésenchyme (ECM,

cellules) qu’ils touchent directement. Le noir identifie les possibilités de parcours de ces progéniteurs : les

flèches impliquent leur mobilisation; les lignes coiffées de traits plats impliquent leur immobilisation.

les P$ : les teintes de vert identifient des progéniteurs qui ont adopté un phénotype basal (au contact d’ECM,

de stroma); les traits courbes en pointillé bleu identifient des progéniteurs qui viennent d’adopter un

phénotype basal permettant le pavage; les espaces blancs non bordés de gris sont des lacunes divisant des

progéniteurs multipotents (peu cohésifs entre eux) ou des progéniteurs multipotents et des progémteurs ayant

acquis un phénotype de pavage; les espaces blancs bordés de gris foncé identifient des lumières glandulaires

naissantes, bordées de progéniteurs qui ont adopté un phénotype luminal. Le violet identifie le mésenchyme

de soutien mammaire foetal.

N.B. La taille de certains éléments de la figure a été exagérée pour fms de clarté.

Phase de croissance «tubulaire» Phase de «croissance ramifiée»

oPs

PSn M3

M2’

;BPS
M3’

4JUELQES

M4 M4’
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D’après notre modèle, l’initiation de la morphogenèse du sein foetal (deuxième

trimestre gestationnel) ferait appel aux mécanismes de croissance suivants

1- de petites condensations de cellules supra-basales se formeraient à l’aspect baso-latéral

du BP; un stimulus possiblement mésenchymateux procurerait un contexte propice à la

prolifération de cellules basales du BP. En MO, certaines de ces cellules semblent

vacuolées (Figure 13 en G et S). En IHC, ces cellules supra-basales présentent un profil

antigénique différent des cellules de P13 qui les entourent (résultats d’IHC pour le CD1O,

le CD44v6, la KRT14, la KRT17, la VIM, le p63, le Ki67 et la KRT19 aux Figures 11 à

13). L’examen de coupes tissulaires sériées (spécimens âgés de 20 semaines et plus)

confirme que ces regroupements sont associés à l’origine des PS. Ces agglomérations

cellulaires supra-basales contiendraient les progéniteurs multipotents ((initiaux» du sein.

Leur position dans les P5 le suggère, tout comme plusieurs facettes de leur profil

antigénique - des indices documentés de multipotence/pluripotence (ex. réactions

positives pour le CD10238’357’358, la KRT17277’368’369, la KRT19 et le Ki67; co-marquage

pour des kératines et la VEvI6”57’201’277; absence de réaction pour le p63291’370). Tel que

le souligne la Figure 12, de nombreuses similitudes existent d’ailleurs entre les

C caractéristiques morphologiques et antigéniques des cellules de ces agglomérations et les

progéniteurs multipotents de la peau (renflements pileux) et les cellules d’amplification

transitoire des poils (matrice pileuse);

2- les progéniteurs multipotents proliféreraient rapidement et déformeraient l’aspect basal

du BP, ceci s’accompagnant d’un remodelage local de la lame basale. Comme toutes les

PS de nos spécimens reposent sur des lames basales ininterrompues positives pour la

LN5 et le CollVII, les progéniteurs synthétisent vraisemblablement des constituants

d’ECM au contact des différentes couches du mésenchyme qu’ils rencontrent;

3- d’après le concept proposé par Sapino et coll.279, les progéniteurs adopteraient un

phénotype «de pavage» lorsque repoussés en périphérie des fronts de croissance (ex. à

l’aspect basal de protubérances de BP, puis à l’extrémité des PS qui en émergent).

L’intensité et la distribution des marquages obtenus pour le 67LR, l’a6, la f3 1, la f34, la

KRT14, le CollW, le ColiVil et la LN5 dans les P5 de nos spécimens suggèrent

l’établissement de nombreux complexes d’adhésion cellule-ECM par les progéniteurs

qui adoptent un phénotype basal. Ces réactions sont légèrement plus faibles et moins

polarisées à l’aspect baso-latéral des cellules basales de l’extrémité versus des flancs des
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PS; de ce fait, des variations du ratio «adhésions cellule-ECM : adhésions cellule-

cellule» pourraient influencer la croissance en altérant la capacité de pavage de

progéniteurs mammaires. Nos résultats pour le Ki67 s’accordent avec l’hypothèse selon

laquelle les cellules supra-basales/centrales de PS seraient des progéniteurs de fort

potentiel prolifératif. D’autres chercheurs ont observé une distribution similaire de

cellules positives pour le marqueur de prolifération MIB-1 dans le sein foetal’76;

4- successivement repoussés en périphérie du front de croissance épithéliale puis dépassés

par le contingent de progéniteurs qui continue sa route, certains progéniteurs

adopteraient donc des phénotypes basaux associés à une activité de pavage. Leurs

propriétés seraient largement dépendantes de la composition du mésenchyme local, ce

que suggèrent les variations phénotypiques marquées associées aux jonctions tPS-ePS,

par exemple (frontières mésenchymateuses M3-M4 et M3’-M4’ de la Figure 34);

5- les progéniteurs centraux, peu cohésifs entre eux, généreraient des lacunes au centre des

PS; ils n’adopteraient des propriétés luminales et ne transformeraient ces lacunes en

lumières naissantes qu’en présence de progéniteurs périphériques de propriétés basales

bien particulières, i.e. inductrices de polarisation. L’intervention d’une telle cascade de

signalisation baso-apicale s’accorderait avec la découverte du contrôle largement

myoépithélial de la différenciation luminale mammaire, une capacité démontrée44’160

mais encore souvent ignorée des CMEM humaines. En fait, le phénotype des cellules

centrales des PS de nos spécimens s’accorde mal avec l’idée que l’ouverture des

lumières glandulaires foetales repose principalement sur des phénomènes de lyse

cellulaire’67(cité par’61)/d’apoptose371. Le caractère peu cohésif des progéniteurs

mammaires du centre des PS pourrait être à l’origine de l’idée courante voulant qu’une

desquamation cellulaire’66(cité par’62) déclenche leur formation.

Lorsqu’exposés de novo à différents mésenchymes, les progéniteurs épithéliaux

adopteraient donc transitoirement des propriétés basales plus ou moins compatibles avec

une activité de «pavage». La permissivité des mésenchymes vis-à-vis de ce processus aurait

un impact déterminant sur la morphogenèse glandulaire.

Des mésenchymes «permissifs» seraient rapidement pénétrés; les structures

épithéliales, non freinées dans leur avance, y adopteraient une conformation tubulaire aux
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extrémités peu renflées. D’après notre modèle, les couches M2/M2’ et M3/M3’ du

mésenchyme de soutien mammaire foetal seraient de ce type. Aussi, aucun embranchement

glandulaire n’a été rapporté dans la littérature dans l’équivalent des couches M2/M2’ et

M3/M3’ du mésenchyme de soutien mammaire foetal. D’après Hughes, la couche M3/M3’

représente la forme immature du stroma extra-lobulaire du sein adulte17. Chez nos

spécimens, les couches M2/M2’ et M3!M3’ sont pratiquement dépourvues de fibroblastes

positifs pour le CD34, mais présentent de nombreuses structures vasculaires fortement

marquées pour cet antigène : il pourrait s’agir de caractéristiques mésenchymateuses

favorisant l’adoption d’un phénomène de pavage — et donc une pénétration de stromas par

des éléments glandulaires mammaires.

Les progéniteurs épithéliaux mammaires pourraient aussi rencontrer des

mésenchymes non permissifs vis-à-vis de l’adoption de ce comportement de pavage; ces

mésenchymes bloqueraient l’avance des structures épithéliales. Les éléments glandulaires

freinés acquerraient une forme arrondie, leurs progéniteurs centraux poursuivant leur

prolifération. Interagissant avec leur micro-environnement, les progéniteurs ayant adopté

un phénotype basal en amorceraient le remodelage. Après un temps de latence variable, ce

remodelage pourrait permettre une reprise d’activité de pavage et du processus de

croissance épithéliale; son ampleur serait par contre réduite, la portion mésenchymateuse

remodelée déterminant l’orientation et l’étendue de la nouvelle poussée de croissance.

Certains éléments glandulaires pourraient donc traverser une couche de mésenchyme non

permissif au terme de plusieurs poussées de croissance peu importantes. L’atteinte d’un

second mésenchyme, plus permissif, se traduirait par une ré-adoption d’un mode de

croissance plus «tubulaire»; une telle alternance de modes de croissance pourrait expliquer,

par exemple, le comportement des PS à la sortie du mésenchyme M1/M1’ du sein foetal (et

possiblement contribuer à la variabilité de l’architecture de foyers tumoraux dans le sein

pathologique). En résumé, des mésenchymes non permissifs vis-à-vis de l’état de pavage

bloqueraient la croissance; lorsque focalement remodelés par les cellules basales de

l’épithélium, ils occasionneraient un développement glandulaire ramifié reflétant une

succession de cycles de «croissance - arrêt - renflement épithélial et remodelage».
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D’après nos observations et la littérature, les couches Ml/Ml’ et M4/M4’ du

mésenchyme de soutien mammaire foetal seraient justement «peu permissives». Bien que

nos travaux ne le confirment pas, Hughes indique en effet que plusieurs excroissances

foetales peuvent partager la même origine au niveau du primordium mamelonaire’7

(ramifications au niveau de la couche Ml/M1 ‘). Selon nos données, la progression de la

croissance dans la couche M4/M4’ impliquerait aussi une succession de poussées de

croissance à petite échelle, ceci rappellant la succession des cycles «croissance-latence» en

physiologie pileuse107’372. Chez nos spécimens, les couches Ml/M1’ et M4/M4’ sont

enrichies en fibroblastes CD34(+). Il pourrait s’agir d’une caractéristique de mésenchymes

peu permissifs vis-à-vis du phénomène de pavage, soit de mésenchymes freinant la

croissance d’éléments glandulaires mammaires.

Ce modèle réitère l’importance des interactions épithélio-stromales au cours de la

morphogenèse mammaire in utero, mais en se basant sur des données obtenues dans le sein

foetal plutôt qu’à l’aide de systèmes simulant celui-ci46’273’279’373’374’375. La définition des

CMEM présentée plus tôt offre une vision plus dynamique de celles-ci; tel que mentionné

précédemment, cette définition implique que la rigidité des schèmes de pensée actuels - et

non la validité de données qu’ils présentent comme irréconciliables - serait à l’origine de

nombreuses controverses propres à la littérature sur le sein foetal.

Ce modèle s’accorde, enfin, avec les données visuelles d’études antérieures de

microscopie électronique (quoique ces données n’y aient pas été approfondies ou

interprétées comme ci-dessus), notamment des illustrations

1- de cellules épithéliales foetales plus différenciées au pourtour de lumières naissantes

qu’autour d’espaces inter-cellulaires les divisant, ceux-ci étant pourtant

importants’ 1$;

2- de structures d’adhésions cellule-cellule et cellule-ECM très nombreuses dans les

cellules au cytoplasme clair en position périphérique”7 — des progéniteurs en cours

de différenciation basale, selon notre modèle;

3- de structures d’adhésion peu nombreuses au pourtour des cellules centrales

présentant de nombreuses interdigitations et un cytoplasme foncé en l’absence de

lumières”7 — des progéniteurs multipotents, selon notre modèle;
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4- du peu de structures d’adhésion établies entre des cellules basales claires et des

cellules supra-basales au cytoplasme foncé qui les séparent; un peu en retrait de la

lame basale, les membranes des cellules supra-basales démontrent de rares ébauches

d’hémidesmosome117 - des progéniteurs adoptant un phénotype de pavage entre des

progéniteurs poursuivant leur différenciation basale).
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Troisième partie: implications de nos travaux pour la sénologie

fondamentale et appliquée

D’un point de vue technique, nos travaux démontrent que les études descriptives de

tissus, en particulier celles de tissus humains nonnaux, ont plus que jamais leur place en

recherche bio-médicale con-u-ne en clinique229’230’376. Contrairement à d’autres approches,

l’IHC conventionnelle sur tissus permet de préserver et d’analyser des informations

spatiales qui tardent à être considérées comme physiologiquement cruciales malgré la

multiplication de preuves à cet effet42’51’52’377’378; la fiabilité de l’IHC et son efficacité

dépendent, comme pour toute autre technique, du respect de certaines mesures:

1- sélectionner des échantillons tissulaires de sein d’après des critères bien définis,

relever toute dérogation au processus de sélection; à ce titre, nos données

s’opposent à l’utilisation de tissus péri-lésionnels comme source d’échantillons de

tissus «normaux»;

2- préparer les échantillons tissulaires mammaires uniformément dès leur prélèvement,

relever toute dérogation au processus de préparation;

3- utiliser des réactifs de composition fixe;

4- utiliser des protocoles de pré-traitement et d’IHC standards et recourir le plus

souvent possible à l’automatisation;

5- utiliser des contrôles positif-négatif adéquats; nos travaux suggèrent que la

multiplication souvent très informative de contrôles positifs pourrait être possible en

clinique comme en recherche par l’utilisation de microarrays tissulaires de contrôle

(Annexe III);

6- utiliser des anticorps primaires ciblant «le moins possible» d’entités moléculaires

distinctes selon l’état «actuel» des connaissances à un moment donné. À ce titre,

nos travaux illustrent clairement l’impact négatif à court, moyen et long terme de

l’emploi de cocktails comme les cocktails anti-kératines, leurs «spécificités»

variables, inégales et incomplètes masquant des réalités nouvellement reconnues

comme pertinentes — et possiblement déterminantes — en pathologie appliquée

(Discussion, section Une reconnaissance entravée);

7- documenter extensivement les marquages obtenus malgré l’état «actuel» des

connaissances, c’est-à-dire de ne pas passer sous silence un bruit de fond de

caractère non aléatoire ou tout aspect imprévu d’une réaction donnée (ex. marquage
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cytoplasmique actuellement non rapporté pour les récepteurs d’oestrogènes;

marquage nucléaire typiquement ignoré pour la VIM; polarisation de la distribution

d’IF non mentionnée).

Nos travaux soulignent l’intérêt de recourir à des marquages multiples. Notre

technique impliquant le DAB, le BCIP/NBT et le safran permettrait d’ailleurs d’intégrer la

réalisation de doubles-marquages durables à la routine hospitalière (pour deux anticorps ne

nécessitant pas de pré-traitements ou des pré-traitements semblables; voir l’Annexe V; ex.

f igure 11 de F à H; figure 15 en C et D). faisant appel à des réactifs et à de l’équipement

usuels, cette technique génère des résultats particulièrement informatifs; elle permet

d’utiliser une quantité moindre d’un matériel parfois peu abondant et peut même être

réalisée en deux temps si les conditions l’exigent (ex. marquages effectués à quelques

heures ou quelques mois d’intervalle, si nécessaire).

Enfin, selon nous, la documentation de structures spécifiques «suivies» sur des

coupes sériées ne devrait pas être facultative pour la publication de résultats d’IHC en

sénologie.

Implications théoriques et pratïques pour la sénologie

Notre objectif principal était de contribuer à la caractérisation de la CMEM

humaine, notamment dans le but d’explorer les fondements biologiques de pratiques de

pathologie basées sur sa localisation par IHC. Les résultats de notre caractérisation

corroborent, complètent et contredisent diverses données de la littérature concernant les

propriétés encore méconnues et controversées des CMEM dans le sein foetal, adulte normal

et pathologique. Notre discussion a déjà souligné plusieurs implications de nos travaux

dans chacun de ces contextes:

1- sein foetal: l’importance de distinguer le primordium mammaire du primordium

mamelonaire, les propriétés antigéniques de seins foetaux étant confondues avec

celles de mamelons immatures dans la littérature récente169”70. Ces études

antérieures visaient à identifier des marqueurs d’IHC «particulièrement importants»

pour l’analyse de lésions du sein adulte. Nos travaux indiquent que les cellules

mamelonaires basales réagissent de manière souvent opposée à celle des cellules

mammaires basales, chez le foetus comme chez l’adulte. Contrairement aux études
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citées ci-dessus, nos travaux présentent la KRT14 et la VIM comme des marqueurs

particulièrement informatifs pour l’analyse de phénotypes épithéliaux mammaires

humains;

2- sein adulte normal au repos: la nécessité de redéfinir les CMEM humaines. Par

leur caractère réductionniste, les définitions actuelles des cellules basales de

l’épithélium du sein entravent la reconnaissance de leur importance physiologique

les définitions qui les présentent comme les éléments terminalement différenciés

d’une ou deux populations cellulaires homogènes freinent cette reconnaissance,

menant au rejet de marqueurs d’IHC susceptibles de dévoiler l’aspect malléable de

leurs propriétés. L’idée voulant que leurs propriétés soient «hétérogènes» est

également dommageable, suggérant que l’étude des propriétés des CMEM est peu

utile”58 (variations présentées comme aléatoires, indéchiffrables). Nos travaux

indiquent la nécessité de reconnaître aux «CMEM» une importance physiologique

au moins égale à celle des «CLUM» - et très différente; ils s’opposent à la sous-

représentation d’attributs jugés «basaux» dans les études, plutôt rares, qui font appel

à des techniques récentes et à des tissus mammaires véritablement normaux379. Ils

réitèrent que les propriétés de tissus mammaires péri-lésionnels d’aspect normal ne

peuvent être considérées comme représentatives des propriétés du sein adulte

normal au repos, remettant en question les conclusions de nombreuses études d’IHC

traitant du sein pathologique (biais d’interprétation découlant de l’usage de

contrôles positifs peu représentatifs de la «normalité»);

3- sein pathologique: l’importance de reconnaître que les CMEM résiduelles, péri-

lésionnelles et pathologiques ne forment pas des populations cellulaires homogènes.

Cette constatation remet en cause les critères utilisés pour évaluer l’efficacité des

marqueurs de CMEM employés en clinique, mais aussi le bien-fondé de pratiques

courantes de pathologie mammaire. En effet, ces dernières pourraient être à

l’origine de diagnostics erronés (pratiques reposant sur la localisation de certaines

formes de CMEM résiduelles seulement; recours à des marqueurs ne mettant pas en

évidence des cellules d’aspect basal qui seraient associées à l’adoption de

comportements tumoraux agressifs). Il apparaît donc important de documenter les

rôles physio-pathologiques de cellules présentant des caractéristiques

O «myoépithéliales» - et non seulement <duminales» - en clinique comme en

recherche, notamment dans les études épigénétiques, de génomique et de
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protéomique de carcinomes mammaires380’381’382’383’384 où les caractéristiques d’états

basaux tendent à être sous-représentées. Enfin, contrairement aux affirmations de

certains chercheurs203, nos données de carcinomes myoépithéliaux «classiques»

confirment le caractère souvent agressif de telles entités192’194’1 95,344,385,386,387

Les sections suivantes présentent certaines implications des observations et

réflexions permises par l’articulation des trois volets de notre caractérisation. Nos résultats

et leurs implications illustrent l’intérêt de devis expérimentaux élaborés en fonction de la

triade «foetal normal — adulte normal — pathologique»; dans le cadre de nos travaux, ce

principe a permis de compléter, de corroborer et de réfuter plusieurs données de la

littérature, de supporter la pertinence pour la médecine humaine d’hypothèses explorées

récemment en sciences de la vie, de remettre en question le bien-fondé de concepts et de

pratiques actuelles de pathologie et d’introduire des outils/teclmiques additionnels de

diagnostic en milieu hospitalier.

Étudier des fonctions et potentiels plutôt que des populations cellulaires?

Nos observations de CMEM proliférant activement, impliquées dans le déroulement

de mitoses asymétriques, rejoignaient la réflexion de Blau et cou. (2001) : il pourrait être

plus pertinent de parler de «fonction et/ou potentiel souche» plutôt que de «cellules ou

populations souches» chez l’humain et l’animal388. D’après leurs observations, différents

types cellulaires souvent considérés comme «terminalement différenciés» feraient en fait

preuve de capacités progénitrices dans des contextes physiologiques normaux spécifiques.

Selon ce concept de fonction et/ou potentiel souche, l’identification consensuelle d’une

population souche de l’épithélium du sein serait donc bien plus «qu’une simple question de

temps»’°°, cette entité théorique ne correspondant possiblement pas à une réalité

biologique.

De fait, la comparaison des résultats d’IHC obtenus dans nos spécimens de sein

foetal, adulte normal et pathologique suggère que la plupart de nos antigènes-cibles seraient

davantage des marqueurs de fonction et/ou de potentiel cellulaires (aspect temporaire) que

d’appartenance à une population définie par des critères stricts (aspect immuable). Comme

notre redéfinition de la CMEM, cette constatation suggère que les «populations cellulaires

du sein» seraient des entités théoriques biologiquement peu significatives du fait qu’elles
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regroupent des cellules sur la base de critères arbitraires et rarement permanents. Cette

constatation n’est pas nouvelle : en physiologie comme en pathologie mammaire, de

nombreuses publications en font mention depuis plusieurs années (voir

notarnrnent99’267’280’355’379’389’390).

Nos observations de MO et d’IHC suggèrent par ailleurs l’existence de «profils de

jonction épithélio-stromale»; en effet, tel qu’observé pour les antigènes-cibles inclus à titre

de marqueurs de CMEM, les marquages obtenus pour nos marqueurs de lame basale

mammaire, de CLUM et de fibroblastes présentent des variations quantitatives et

qualitatives non aléatoires (nombreuses variations coordonnées des attributs des

constituants de cette unité fonctionnelle décrite par Ozzello34). Nos travaux indiquent

qu’une approche de la physiologie mammaire axée sur des «unités physiologiques» peut

faciliter l’articulation d’informations qui semblent discordantes selon des approches axées

sur des «populations cellulaires»’00, rendant ainsi fonctionnelles des connaissances de

sénologie déjà acquises mais non exploitées parce qu’elles demeuraient controversées.

Nos propos rejoignent les conclusions d’un nombre grandissant d’études à l’effet

que le phénotype de cellules épithéliales du sein dépend davantage de leur micro-

environnement que de leur bagage génétique/épigénétique; ces conclusions découlent par

exemple:

1- de la découverte de multiples altérations génétiques partagées par des CMEM et des

CLUM humaines normales”4;

2- de l’influence déterminante de la composition biochimique, mais aussi de

l’architecture du micro-environnement et des forces mécaniques qui s’y génèrent

sur les propriétés de CMEM et de CLUM45’46’47’51’362’391’392’393’394’395(réf revues

récentes378’396);

3- de la description de (<réversion phénotypique» de certaines cellules

métastatiques397’398 soit, par exemple, l’adoption de phénotypes peu agressifs et leur

formation de nodules tumoraux d’aspect in situ au niveau de ganglions axillaires.

Ce phénomène de réversion peut être reproduit in vitro par de simples variations de

milieu de culture46’393 : certains stimuli micro-environnementaux suffisent ainsi à

provoquer l’adoption de phénotypes normaux par des cellules malignes pourtant

lourdement hypothéquées aux plans génétique et épigénétique399. Des résultats
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similaires ont été obtenus à l’aide de la lignée épithéliale mammaire humaine MDA

MB-231, d’aspect myoépithélial400. Quelques équipes de recherche envisagent

d’exploiter ce phénomène de «réversion phénotypique» pour traiter des tumeurs

solides393’399’400’401’402, cette approche s’étant déjà avérée efficace dans d’autres

contextes (traitement de certaines formes de leucémie403).

En fait, l’influence du micro-environnement sur le phénotype de cellules épithéliales

mammaires serait telle qu’elle se traduirait parfois par l’adoption de phénotypes

mésenchymateux («transition épithéliale-à-mésenchymateuse» ou EMT; angl. epithelial

mesenchyrnal transition). Ce processus, important au cours de l’organogenèse normale in

utero, pourrait l’être également chez l’adulte. En effet, un nombre limité mais croissant de

publications indiquent que la genèse de stromas lésionnels peut impliquer une EMT dans

divers organes matures404’405’406’407’408’409’410’411’412. Des études démontrent que le stroma de

certains cancers du sein renferme des cellules d’allure fibroblastique dérivées de cellules

carcinomateuses359’413’414. Ces données, compatibles avec les conclusions d’analyses

génétiques et d’études d’IHC impliquant diverses lésions mammaires5’209’407’415’416’417,

viennent appuyer, chez l’humain, l’hypothèse émise en 1981 par Dulbecco et coll.418 chez le

rat (lignée cellulaire RAMA25). L’importance de telles transitions demeure incertaine en

pathologie manunaire appliquée selon certains, elles seraient impliquées dans «18% des

cas de tumeurs mammaires»413. La possibilité que ces phénomènes pathologiques résultent

de l’altération de processus physiologiques est présentement étudiée dans le rein409 mais

très peu dans le sein419’420 : en effet, l’hypothèse selon laquelle les CMEM normales

seraient le reflet d’EMT partielles physiologiques tarde à être considérée. Le déroulement

d’EMT partielles est pourtant invoqué pour expliquer l’adoption d’attributs

«mésenchymateux» par différentes cellules épithéliales normales cultivées in vitro421.

L’implication de la S100A4 dans les EMT a été dévoilée relativement récemment (elle y est

habituellement appelée «Fspl»; angl. fibroblast-specfic protein-]; voir l’Annexe VIII)

son expression serait très précoce dans le cadre de tels processus, d’où sa distribution à la

fois épithéliale et mésenchymateuse. Dans l’épithélium mammaire normal, sa distribution

irrégulière mais préférentiellement basale422 vient raviver un très vieux débat celui de la

nature — épithéliale versus mésenchymateuse - des CMEM humaines. Depuis près de vingt

ans, la sénologie n’a pas remis en question la nature épithéliale et l’origine ectodermique

des CMEM humaines «parce qu’elles expriment des kératines». Entre-temps, de nombreux
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résultats sont pourtant venus ébranler la théorie soutenant cet argument. L’idée voulant que

les CMEM du sein soient engagées dans un programme unique de différenciation

spécifique, de même que leur réputation fortement ancrée de «cellules terminalement

différenciées», n’admettent pas la possibilité que les CMEM adoptent simplement des états

plutôt épithéliaux ou plutôt mésenchymateux dans différents contextes. Ceci freine l’étude

d’hypothèses qui ne semblent pourtant pas sans fondements expérimentaux ou dénuées

d’intérêt clinique (ex. possibilité d’une implication d’EMT dans la genèse de lésions

mammaires non néoplasiques et de néoplasmes résistants aux thérapies

conventionnelles413’4’4423424425)•

D’après nos observations de MO et d’IHC (principalement pour la VIM, 1’Œ$MA, la

$100A4 et le CD34), des processus d’EMT pourraient intervenir dans la genèse de

multiples lésions mammaires (ex. cas Ti d’hyperplasie mammaire fonde, Figure 16 en J;

cas T4 de fibroadénome de forme intra-canaliculaire, Figure 19 en C et I). Nos résultats

d’IHC pour la VIM et la S100A4 suggèrent par ailleurs le déroulement de tels processus

dans certains éléments glandulaires de TDLU du sein adulte normal au repos (ex. Figure 14

en M, Figure 15 de J à L).

Notre redéfinition des «CMEM humaines» s’accorde avec la vision plus

«fonctionnelle» que «cellulaire» de la sénologie véhiculée par la littérature traitant de la

plasticité du phénotype des cellules épithéliales mammaires, de processus de réversion et de

phénomènes d’EMT dans le sein. Nous croyons que l’adoption de batteries d’anticorps

permettant une documentation plus extensive de la jonction épithélio-stromale pourrait

faciliter l’intégration de cette vision «fonctionnelle» en pratique courante, permettant

l’optimisation ou le développement de novo d’outils de diagnostic, de pronostic et

d’approches thérapeutiques340’391’426

La batterie d’IHC illustrée à la Figure 35 s’est avérée hautement informative dans le

cadre de nos travaux (résultats non montrés pour les récepteurs d’oestrogènes ou ROES et

les récepteurs de progestérone ou PR; collaboration en cours avec les Drs André Tremblay

et Cheri Deal du Centre de recherche de l’Hôpital Sainte-Justine). La distribution

épithéliale basale du CD1O et la spécificité du CollVII pour les lames basales épithéliales

justifieraient de les inclure à cette batterie, mais à condition de disposer d’anticorps fiables
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pour utilisation sur tissus fixés et enrobés en paraffine (pour que tous les marquages soient

réalisés sur coupes sériées). Nos travaux ne nient pas l’intérêt de documenter les propriétés

de cellules d’aspect luminal et ne suggèrent pas l’abandon des marqueurs actuellement

utilisés en milieu hospitalier — à l’exception des cocktails d’anti-kératines. Ils prônent par

contre l’utilisation, en pratique courante, de batteries permettant l’analyse de profils de

jonction épithélio-stromale; à notre avis, les données ainsi générées en clinique seraient

particulièrement susceptibles de faciliter l’exploitation, en pathologie mammaire appliquée,

de percées scientifiques récentes.

Figure 35 Batterie d’anticorps suggérée

OOO
N (CD1O) SlOOfl

____________________

KRT14 S100A4

aSMA (C0IIV1I)
p63

Jonction épithélio-stromale Ki67

Une meilleure documentation de la j onction épithélio-stromale du sein, en clinique,

accélérerait de surcroît l’étude des mécanismes d’action et des effets de traitements usuels

sur les différents constituants inertes et cellulaires du sein (autrement freinée par l’accès

limité à des tissus humains pour seules fins de recherche). À la lumière de publications

récentes, il nous semblerait par exemple important de vérifier si l’administration

prophylactique de modulateurs d’oestrogènes peut favoriser l’émergence de certains types

de cancer. Cette pratique vise à maintenir quiescentes d’éventuelles «CLUM altérées»; or,

certains carcinomes dériveraient en fait de l’altération deprogéniteurs pÏur;otents’°5’427’428.

Si l’on considère les faits ci-dessous, l’administration de modulateurs d’oestrogènes
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pourrait provoquer l’adoption de propriétés basales plutôt que luminales par des

progéniteurs anormaux, favorisant ensuite leur prolifération et l’émergence de carcinomes

partiellement myoépithéliaux particulièrement agressifs:

1- des conditions de culture qui inhibent la prolifération de CLUM ont un effet

diamétralement opposé sur la prolifération de CMEM in vitro364;;

2- des CMEM, même normales, présentent des potentiels prolifératif et invasif très

supérieurs à ceux de CLUM dans de nombreux contextes216;

3- une proportion importante de carcinomes myoépithéliaux sont à l’origine d’échecs

thérapeutiques (multiples récidives, dissémination rapide et survie typiquement

courte); l’administration de modulateurs d’oestrogènes et la radiothérapie ne

parviennent souvent pas à freiner la croissance de ces entités187’192’195’385’386 (tel que

démontré pour le cas

4- les CMEM sont particulièrement résistantes à l’apoptose (résistance possiblement

liée à leur capacité de synthèse d’ECM et de retrait du cycle cellulaire ainsi qu’à leur

adoption d’une forme plus étalée que celles des CLUJvI51’52’392).

À l’heure actuelle, nos travaux ont déjà permis d’introduire la KRT14 comme

marqueur additionnel de CMEM pathologiques en milieu hospitalier. Depuis, de façon

étonnante, un nombre élevé de carcinomes de phénotype partiellement basal ont été

diagnostiqués. Ces données cliniques préliminaires semblent confirmer que les carcinomes

mammaires «à composante myoépithéliale» ne seraient pas tant rares que rarement

reconnus chez l’humain. Par ailleurs, certains de ces carcinomes présentent des cellules

d’un profil antigénique inattendu, soit un profil <duminal-myoépithélial» suggérant qu’elles

dérivent de progéniteurs multipotents de l’épithélium du sein (collaboration en cours avec

le Dr Walter $chUrch, Département de pathologie du CHUM). Mentionnée ci-dessus, la

participation de progéniteurs multipotents au développement de cancers du sein est

envisagée depuis la confirmation de la persistance de «cellules souches» dans l’épithélium

du sein adulte; en revanche, ceux-ci ont rarement été mis en évidence en contexte

clinique195’267. La batterie d’anticorps décrite à la Figure 35 permettrait d’en localiser

certaines formes qui semblent, d’après nos résultats préliminaires, impliquées dans la

genèse de tumeurs agressives.
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Avenues de recherche

Nos observations sont à l’origine d’hypothèses de recherche rarement envisagées en

sénologie. Certaines d’entre elles ont fait l’objet de remarques dans la première partie de

cette discussion, par exemple

1- sein foetal: le moment de l’initiation de la morphogenèse du sein pourrait différer

d’un individu à l’autre; un tel décalage pourrait expliquer certaines différences

inter-individuelles du développement mammaire. Par ailleurs, un découplage entre

les développements mammaires et osseux pourrait expliquer les succès mitigés

d’études qui visent à associer un risque de développement de cancer du sein accru à

certaines données morphométriques prises en post-partum (ex. corrélations

modestement positives établies avec la longueur du tronc et celle de la jambe, chez

4286 femmes, dans le cadre de la British Women Heart and Health Study429);

2- sein adulte: la CMEM humaine et les éosinophiles pourraient être impliqués, chez

l’humain comme chez le rongeur, dans la médiation d’interactions épithélio

stromales cruciales pour la croissance mammaire normale; l’étude de ce «partenariat

cellulaire» pourrait être pertinente en oncologie puisque le stroma tumoral qui

entoure les fronts d’invasion de certains carcinomes est enrichi en éosinophiles318;

3- sein adulte: certaines variations non aléatoires de propriétés des constituants

mammaires pourraient découler de linactivation de chromosomes X distincts dans

le sein normal comme pathologique. L’existence de ces territoires d’inactivation,

dans le sein normal de la femme adulte, récuserait les interprétations de nombreuses

études basées sur la détermination du caractère monoclonal versus polyclonal de

carcinomes mammaires96’97. L’appartenance à un tel territoire d’éléments

glandulaires non continus pourrait contribuer au caractère multi-focal/multi

centrique de certaines lésions mammaires (ex. territoires plus à risque de

cancérisation si le X actif est porteur d’anomalies — concept étendu «d’effet de

champ de cancérisation»’9). L’évolution de phénomènes réactionnels tissulaires

pourrait également différer à la frontière de territoires dont les X actifs diffèrent

versus au centre de telles régions.

Avant de conclure, nous explorerons quelques avenues de recherche additionnelles

ouvertes par nos travaux. Certaines impliquent les CMEM directement, d’autres
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indirectement parce qu’elles intéressent des éléments et/ou des phénomènes de leur micro-

environnement. Dans la dernière des sous-sections suivantes, nous discuterons de la version

préliminaire d’un modèle probabiliste de la physiologie mammaire.

Un nouveau compartiment stromal?

Un filet de mésenchyme pauvrement collagénisé et bien vascularisé s’interpose

irrégulièrement entre la lame basale de la plupart des CE et le stroma extra-lobulaire du

sein adulte normal au repos. Difficile à localiser à l’aide de colorations de routine, il

présente une distribution presque continue en IHC sur nos coupes marquées au CD34, ce

«stroma péri-canalaire» se caractérise en effet par un ratio «fibroblastes et structures

vasculaires : ECM» élevé. Autour de CE normaux de fort calibre, il semble ne contenir que

de très minces prolongements cellulaires CD34(+). Ces prolongements sont disposés de

manière rigoureusement parallèle à la lame basale épithéliale. Ce stroma est typiquement

plus abondant autour de plus petits CE (Figure 14 en T).

Les composantes de ce stroma péri-canalaire et du stroma intra-lobulaire semblent

être en parfaite continuité au niveau des CT. Malgré des similarités morphologiques, ces

deux compartiments mésenchymateux semblent par contre physiologiquement distincts

les altérations du stroma intra-lobulaire liées au statut menstruel des patientes ne sont pas

observées au niveau du stroma péri-canalaire. Cette constatation n’est pas sans rappeler les

observations d’Ozzello et coll. les fibroblastes qui entourent les CE et TDLU du sein ont

des capacités fonctionnelles très différentes malgré leurs attributs ultrastructuraux

similaires34; leur production de polysaccharides (une capacité fibroblastique modulée par

les oestrogènes430) semble qualitativement et quantitativement différente431, par exemple.

Fibroblastes mammaires, CD34 et défense de l’hôte

Par microscopie électronique, Ozzello a démontré que des fibroblastes délimitants

mammaires entourent les acini et les CT des TDLU mais aussi les CE du sein adulte

normal34. Établissant de nombreux contacts entre eux, les fibroblastes délimitants du sein

formeraient une couche régulière et fenestrée autour de la lame basale mammaire34’432. Sur

nos coupes de sein normal, au niveau des stromas péri-canalaire et intra-lobulaire du sein,

des fibroblastes CD34(+) de forme plane et incurvée forment des strates autour des

éléments glandulaires mammaires (ex. Figure 27 en Bi). Contrairement aux colorations de
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routine, le marquage pour le CD34 permet de les localiser lorsque coupés transversalement

tE (minces filets positifs en forme de croissants, disposés de manière concentrique autour des

CE, des CT et des acini du sein adulte). L’adoption d’une configuration fibroblastique plane,

occasionnellement mentionnée dans la littérature sur le sein163’433, pourrait expliquer

pourquoi des fibroblastes mammaires présentent des prolongements d’une minceur parfois

remarquable à l’ultrastructure34. Nos observations du sein adulte normal confirment que de

nombreux macrophages et lymphocytes s’associent étroitement à ces prolongements

cellulaires : se basant sur des observations similaires, quelques chercheurs ont émis

l’hypothèse d’une participation des fibroblastes délimitants à une forme sommaire de

surveillance immunitaire dans le sein432’433’434.

Le stroma associé aux fronts d’infiltration de la majorité de nos cas de carcinome

mammaire — exception faite du cas T12 - présente un nombre élevé de structures

vasculaires CD34(+), mais très peu de fibroblastes CD34(+) (Figure 22 en I); en revanche,

la plupart des infiltrats lymphocytaires associés à ces composantes invasives s’organisent

autour de cellules fusiformes positives pour le CD34 (non montré). Cette observation

s’accorderait également avec la thèse d’une implication de fibroblastes CD34(+) vis-à-vis

de la défense immunitaire de l’hôte - cette fois face au cancer. Nous employons par contre

le terme «fibroblastes» sous toutes réserves puisque dans la littérature, ces cellules

stromales aplaties CD34(+) sont tantôt décrites comme des fibroblastes 34,432,433, tantôt

comme des cellules endothéliales des «portions ouvertes» du système lymphatique434’435.

Tel qu’indiqué ci-dessus, le stroma associé au carcinome lobulaire infiltrant du cas

T12 se démarque de celui des autres cas à l’étude, surtout par une quasi-absence de cellules

inflammatoires et un nombre élevé de fibroblastes positifs pour le CD34; une forte

proportion de cellules invasives y sont étroitement associées à ces fibroblastes CD34(+).

Cette persistance de fibroblastes semblerait liée à l’adoption de profils d’infiltration «en

cible» et «en file indienne» par ces cellules cancéreuses (Figure 23 en K). Nos observations

suggèrent que ces fibroblastes, disposés de manière relativement concentrique autour de

structures glandulaires altérées, pourraient faire dévier les cellules invasives ou leur servir

de substrat migratoire (possibilité d’une expression de molécules de surface impliquées

dans la migration de lymphocytes par des cellules de carcinomes mammaires; ex. le

CD44v6240’436). Nous croyons que cette seconde hypothèse mériterait d’être approfondie, les



150

fronts d’invasion de ce carcinome lobulaire adoptant un aspect très différent en l’absence de

tels fibroblastes CD34(+) (amas cellulaires irréguliers et compacts).

Des anastomoses canalaires

Une anastomose est une réunion, une fusion de deux structures. De rares études

rapportent l’existence d’anastomoses entre des structures canalaires de seins pathologiques

par reconstruction tridimensionnelle informatisée de tissus mammaires, ces études visaient

à déterminer l’importance de l’envahissement rétrograde de l’arbre mammaire par des

«carcinomes intra-canalaires». Ishikawa et coll.437 suggèrent que ces anastomoses, absentes

du sein normal, seraient des «atypies structurales» secondaires au développement de

certaines formes de carcinomes mammaires. Ces auteurs ne remettent donc pas en question

le paradigme selon lequel le caractère dichotome des canaux mammaires normaux s’établit

au moment de leur création par «bourgeonnement»; ce paradigme suppose que les éléments

glandulaires retrouvés en aval d’une division sont physiquement indépendants. Ohtake et

coil. proposent au contraire que l’arbre mammaire normal présenterait des anastomoses438,

ces chercheurs soulignant que les CE et/ou TDLU reliés par des anastomoses ne sont pas

obligatoirement altérés. Un article récent de cette équipe rapporte la présence

d’anastomoses dans 25% des segments mammaires d’un sein entier3° présentant, cependant,

un carcinome intra-canalaire; fréquentes au niveau de CE périphériques, les anastomoses

seraient systématiquement absentes de la région péri-mamelonaire normale. Ces auteurs ne

proposent pas de mécanismes susceptibles d’expliquer leurs observations.

Notre examen de coupes sériées indique que des agencements glandulaires comme

ceux illustrés à la Figure 23 en G (cas T12) résultent parfois de la présence de structures

canalaires parallèles, connectées latéralement entre elles en de nombreux points. Nos

travaux suggèrent donc l’existence d’anastomoses entre des structures canalaires du sein

adulte normal au repos (cas Ni 1 et Ni2) et pathologique (cas T2, T3, 14 et T 12). Plusieurs

de ces ensembles structuraux présentent des cellules supra-basales, luminales et/ou supra

luminales fortement positives pour la KRT14, la KRT17 et la VIM. Le phénomène

d’«angiogenèse intussuceptive» a été étudié dans le lit vasculaire mammaire murin normal

et pathologique439; il s’agit d’une division de vaisseaux existants, des mouvements

orchestrés des cellules endothéliales menant à l’invagination de parois opposées, à leur

fusion puis à leur perforation par des colonnes de stroma (voir la revue de littérature de
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2003 de Djonov et cou.440). Ce processus permet une multiplication rapide de vaisseaux

sanguins malgré des taux de prolifération cellulaire presque nuls. L’hypothèse selon

laquelle les anastomoses entre structures épithéliales du sein découleraient d’un phénomène

de remodelage analogue à l’intussusception angiogénique mériterait, à notre avis, d’être

envisagée : vu leurs capacités de migration216, de synthèse/remodelage de lames

basales44’373 et de régulation de la polarisation de l’épithélium mammaire entier160, les

CMEM pourraient jouer un rôle de premier plan dans un tel processus.

La peau, ses annexes et la pathologie mammaire

Jusqu’ici, malgré le lien développemental indéniable qui relie le sein à la peau et ses

annexes, peu d’études ont exploré la pertinence d’observations faites en dermatologie pour

la pathologie mammaire. Depuis 1999, cette avenue de recherche a souffert de la polémique

engendrée par un article de lames et coll., publié par la revue Nature441; d’après ces

auteurs, l’analyse de profils de diffraction de rayons X par des poils du cuir chevelu et de la

région pubienne permettrait un dépistage fiable et facile des cancers du sein. Quoique des

publications additionnelles de ces chercheurs aient ré-affirmé la validité de cet outil pour le

dépistage de carcinomes du sein442 et même du côlon443, aucune source indépendante

n’appuie, à ce jour, leurs affirmations444’445’446.

Quelques mois avant que cette controverse ne débute, Kopelovich et cou.

soulignaient la pertinence d’étudier certaines annexes de la peau en sénologie. Selon ces

auteurs, le terme «effet de champs» devrait désigner toute hausse d’incidence de

cancérisation et de risque de cancérisation au niveau de tissus anatomiquement ou

fonctionnellement liés. Ainsi, la muqueuse pharyngée, l’endomètre, les follicules pileux du

cuir chevelu et les glandes sudoripares situées le long des lignes mammaires théoriques de

l’adulte pourraient agir, respectivement, à titre de substituts anatomiques/fonctionnels

d’analyse du risque de cancérisation du poumon, de l’ovaire, de la prostate et du sein19.

Nos travaux n’appuient pas directement les affirmations de Kopelovich et coll.

concernant le sein; nos observations supportent tout de même certaines de leurs prémisses:

nos résultats d’IHC sur coupes sériées combinant sein et peau révèlent que diverses

propriétés du sein foetal, adulte normal et pathologique présentent des similarités

frappantes avec certaines propriétés de la peau — et des poils — recouvrant cette glande (voir
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les Figures 11, 12, 16, 17 et 27). La Figure 27 met notamment en évidence des similarités

«sein - peaulannexes» marquées chez une jeune femme en santé et chez deux patientes

présentant des hyperplasies mammaires d’aspects distincts (cas N$, en Bi et B2; cas T1, en

Cl et C2; cas 12, en Dl et D2). La comparaison de ces trois cas suggère une association

entre les propriétés des éléments glandulaires mammaires, de la peau et même de structures

vasculaires du derme profond pour chacun de ces cas. Ainsi, nos travaux mettent en lumière

un potentiel informatif non exploité, en sénologie, de l’analyse simultanée d’échantillons

tissulaires mammaires et cutanés (peau du sein) par IHC. À notre avis, cette pratique

pourrait faciliter l’intégration des visions anatomique et moléculaire de la pathologie

mammaire en milieu hospitalier: elle pourrait, par exemple, faciliter l’identification de

voies physiologiques mammaires perturbées en recherche comme en clinique (mise à profit

de découvertes concernant la peau et les poils humains107). Son implantation serait facile et

peu coûteuse (les pièces de chirurgies mammaires à visée curatrice comprennent

habituellement des lambeaux cutanés; la préparation de blocs incluant des fragments de

peau et de sein évite de dupliquer les manipulations et fournit, de surcroît, un contrôle

interne «personnalisé» d’IHC).

Réversion au niveau de métastases.., et de primaires?

Le phénomène de réversion tumorale mentionné plus tôt remet quelque peu en

question l’importance accordée à la «préservation d’un caractère différencié» en oncologie

mammaire. Ce phénomène, encore peu documenté quoique possiblement fréquent (ex.

métastases comportant des cellules de grade peu élevé dans 21% de 200 cas de carcinomes

mammaires de haut grade397), est analysé depuis quelques années en sciences

fondamentales. Nous croyons que son existence justifie de poursuivre la caractérisation des

CMEM résiduelles et péri-lésionnelles; en effet, des CMEM et des structures glandulaires

couramment jugées résiduelles pourraient théoriquement tirer leur origine de la réversion

plus ou moins durable de cellules carcinomateuses. Selon plusieurs études, le contact de

cellules cancéreuses avec des tissus sains ou avec certaines formes de stroma tumoral - un

tissu typiquement hétérogène, i.e. une source de micro-environnements distincts - pourrait

provoquer une réversion affectant profondément divers aspect du comportement des

cellules concernées (ex. immobilisation, arrêt de prolifération, ré-adoption d’un phénotype

différencié parallèlement à l’élaboration de structures glandulaires d’aspect relativement

normal, correctement polarisées378’399).
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Cette hypothèse de «présence» sans «persistance» de CMEM résiduelles et péri-

lésionnelles pourrait contribuer à expliquer:

1- le regroupement préférentiel de cellules carcinomateuses de profil partiellement

basal au niveau de fronts d’invasion9”25’201’234’235’242 (ex. KRT17 dans le cas T1O;

Figure 22 en B);

2- le caractère multi-focal et/ou multi-centrique de lésions mammaires96’97”°”°2”°3’104;

3- le partage d’altérations génétiques par les cellules de foyers tumoraux et de

structures péri-lésionnelles d’aspect presque normal”4 (foyers et structures péri-

lésionnelles parfois très distants);

4- pourquoi certaines structures glandulaires péri-lésionnelles occupant une position

curieusement périphérique, isolées au milieu de fronts d’invasion riches en cellules

de défense, présentent souvent un aspect étonnemment normal.

Selon cette hypothèse, la démonstration d’une marge d’excision tumorale saine

pourrait nécessiter l’analyse du génotype — et non seulement du phénotype — des cellules

épithéliales mammaires retrouvées en périphérie des pièces de chirurgie. Nous proposons

par ailleurs qu’aux sites de tumorectomies ou de mastectomies partielles, la persistence de

cellules épithéliales de phénotype normal mais de génotype anormal pourrait être à

l’origine d’un mécanisme encore non envisagé de récidives locales: la «dé-réversion» de

telles cellules, à plus ou moins court terme, secondaire à des altérations micro-

environnementales occasionnées par l’acte chirurgical (ex. exposition de novo à de fortes

concentrations d’hydrocarbures aromatiques polycycliques, générés localement par électro

cautérisation et potentiellement mutagènes lorsque métabolisés447).

Nous croyons que cette hypothèse de «réversion au niveau de primaires>) mérite

aussi d’être explorée parce que des pratiques nouvelles pourraient découler de l’analyse de

composantes d’ECM capables de susciter un tel phénomène, par exemple

1- l’application de composés «pro-réversion» synthétiques, résistants à la lyse

enzymatique, dans toute cavité créée par une chirurgie ou une biopsie mamniaire;

2- le développement de méthodes de contrôle d’hémorragie limitant l’altération des

tissus et la création de carcinogènes persistants aux sites de chirurgies - un recours à

des colles physiologiques448 plutôt qu’à l’électro-cautérisation, par exemple.
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Vers un modèle probabiliste de la physiologie mammaire

Conforme aux paradigmes d’un domaine de connaissance donné, un modèle est par

définition une représentation simplifiée d’un processus ou d’un système. Il vise à en

faciliter la compréhension. Certains modèles tentent de résumer des réalités complexes

même si elles ne sont que partiellement comprises; ces modèles naissent d’un besoin

d’utiliser les connaissances disponibles sur ces réalités. Malgré le développement d’outils

d’analyse sophistiqués, de nombreuses questions relatives à ces réalités peuvent rester sans

réponse, souvent pendant des années.

Certaines réponses nécessitent d’adapter les modèles développés jusque-là,

d’abandonner certains usages des connaissances acquises et d’en développer de nouveaux.

Dans certains cas, par contre, des réponses ne sont pas immédiatement reconnues comme

telles parce qu’elles contredisent des paradigmes: elles peuvent occasionner des débats

interminables puisqu’elles ne peuvent être expliquées par les modèles courants ni par de

nouveaux modèles basés sur les paradigmes fautifs. Des percées technologiques sont

parfois nécessaires pour remettre des concepts de base en question et faciliter leur rejet

théorique. Le rejet eJfectf de ces concepts et des modèles qu’ils supportaient, par contre,

peut s’avérer particulièrement difficile si ces concepts et modèles

1- concernent un domaine vis-à-vis duquel un grand nombre d’individus éprouvent des

besoins considérés comme importants;

2- servent de fondements à des usages de connaissances très répandus, qui comblent

«au moins partiellement» ces besoins;

3- servent de fondements à de nombreux schèmes de pensée de ce domaine (ex.

systèmes de classification des connaissances);

4- ont été si longtemps utilisés que le vocabulaire du domaine y fait appel de manière

souvent implicite.

Depuis plusieurs décennies, malgré l’introduction de la microscopie électronique,

des colorations enzymatiques, de l’IHC, puis de techniques de biologie moléculaire de plus

en plus sophistiquées, de nombreuses questions de sénologie demeurent sans réponse. Nos

moyens technologiques nous révèlent l’extraordinaire complexité de cet organe mais sans

nous en donner une compréhension «suffisante» : chaque année, de nombreuses femmes
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meurent d’un cancer du sein, souvent au terme d’une lutte éprouvante qui peut durer de

quelques mois à plusieurs années. Ni la chirurgie, ni les traitements adjuvants ne

garantissent une survie sans récidives, sans inquiétude. En pathologie mammaire, les

observations inexpliquées, les controverses irrésolues, les succès thérapeutiques mitigés et

les échecs thérapeutiques répétés confirment les limites de nos modèles, classifications et

principes/pratiques de traitement actuels. Leur ré-évaluation est cependant délicate

puisqu’ils ont un impact majeur sur la santé et même la vie de beaucoup de femmes. Des

concepts identifiés comme simplistes ou erronés par un nombre grandissant de chercheurs

et de cliniciens entravent par ailleurs cette ré-évaluation (ex. iwo-celi concept; concept de

différenciation terminale). Ces concepts limitatifs retardent par exemple la reconnaissance

de l’importance physiologique des CMEM puisqu’ils sont incompatibles avec certaines de

leurs propriétés. Ainsi, la vision selon laquelle la maturation de chaque cellule épithéliale

du sein normal mènerait à son adoption d’un état de dffe’renciation terminale n’admet pas

la plasticité requise des CMEM pour une médiation efficace des interactions épithélio

stromales du sein normal (ni, d’ailleurs, l’existence de phénomènes de trans-différenciation

ou de réversion phénotypique dans le sein normal et pathologique405’420’449’450).

Comme notre redéfinition des CMEM humaines, notre modèle d’initiation de la

morphogenèse du sein in utero s’appuie sur une vision de la sénologie qui diffère

sensiblement de celle actuellement privilégiée dans la littérature médicale

1- elle rejette les concepts de «programmes de différenciation», d’«états de

différenciation terminale» et de «populations cellulaires». Les schèmes de pensée

basés sur ces concepts réductionnistes n’admettent pas la plasticité des constituants

du sein malgré qu’elle soit démontrée en recherche comme en clinique405’420. La

vision développée ici accorde plus d’importance aux dynamiques qui s’établissent

entre les constituants mammaires (capacités de prolifération et de différenciation

actualisées et latentes; comportements qui en résultent) qu’à leur caractérisation

individuelle (origine ectodermique, mésodermique ou endodermique; nature

luminale, myoépithéliale, souche, fibroblastique, etc.);

2- elle s’intéresse autant — sinon plus - à l’impact physiologique de l’espace qu’à celui

du temps. Elle souligne ainsi l’apport physiologique déterminant des interactions

épithélio-stromales (physiologie glandulaire) et des interactions cellule-micro

environnement (physiologie tissulaire) dans le sein. Cette approche spatio
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temporelle, non «déterministe», permet de reconnaître la validité d’observations de

phénomènes qui semblent contradictoires lorsque présumés séquentiels (i.e.

interprétés comme des étapes d’un programme de différenciation unique, pré-établi)

mais non lorsque considérés comme concomitants et mutuellement exclusifs (i.e.

interprétés comme des options d’entités de potentiels - et non de destinées -

déterminés).

Nos travaux sur les CMEM humaines démontrent que cette vision plus «confuse»

de la physiologie mammaire parvient à décrire des aspects de la complexité du sein qui

échappent aux approches médicales traditionnelles. Tel que mentionné plus tôt (section

Redéfinition des cellules myoépithéliales du sein), les approches «par logique floue»

reposent sur l’utilisation de notions et définitions peu rigides; exploitées depuis longtemps

dans le domaine de l’intelligence artificielle, elles font leur entrée en médecine de façon

sûre mais un peu tardive366’367’451’452’453’454’455’456’457’458’459’460’461’462’463’464. La force de telles

approches ressemble, de prime abord, à une faiblesse. En effet, elles s’avèrent

particulièrement adaptées à la description de phénomènes biologiques en raison de leur

caractère malléable: elles tolèrent un degré d’imprécision permettant l’intégration des

facettes typiquement multiples des phénomènes étudiés par les sciences de la vie (tel que

décrit en 1969 par Zadeh, cité par Steiman366). En sénologie, via la bio-informatique, les

approches «par logique floue» ouvrent notamment la voie au diagnostic assisté par

ordinateur. Nos travaux soulignent le risque que des concepts désuets limitent les progrès

effectués en ce sens, la réputation de «cellule accessoire» des CMEM humaines risquant

par exemple de se traduire par des biais de programmation de logiciels.

Le modèle de la figure 36 tente de résumer notre vision «par logique floue» de la

physiologie mammaire. Cette version préliminaire s’appuie sur les observations décrites

dans cette thèse, sur notre revue de la littérature de domaines médicaux et para-médicaux

ainsi que sur certaines hypothèses générées par nos travaux (ex. EMT comme phénomène

physiologique et non seulement pathologique). La validation de ce modèle fait

présentement l’objet de collaborations.

C
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Explication du modèle envisagé

Le code de couleurs des flèches et encadrés de la Figure 36 ressemble à celui du

modèle d’initiation de la morphogenèse du sein foetal (états épithéliaux multipotents : bleu;

état épithéliaux basaux: vert; états épithéliaux apicaux : gris foncé; états

mésenchymateux : violet). La mort cellulaire par apoptose y est indiquée en noir.

Tel que mentionné au moment de redéfinir «la CMEM humaine», l’épithélium

mammaire humain contiendrait des progéniteurs multipotents capables d’adopter des états

viables distincts (états épithéliaux multipotents, basaux et apicaux; états mésenchymateux);

bien qu’à des degrés différents, les constituants mammaires moduleraient et seraient

continuellement modulés par leur micro-environnement via des interactions de nature

biochimique, spatiale, physique et autres. Dans ce modèle, les flèches illustrent des

possibilités de transformation (potentiels cellulaires réalisés, ou en voie de l’être, ou

latents); elles n’impliquent pas qu’une cellule donnée adopte successivement les états

indiqués. Le terme «état» est utilisé au pluriel pour indiquer que les constituants

mammaires demeurent uniques même s’ils adoptent des profils parfois similaires.

En effet, à un instant précis de son existence, les propriétés d’un constituant

mammaire donné dépendraient:

1- de ses propriétés «de naissance» ou «initiales» (c’est-à-dire de sa composition

génétique, épigénétique, protéique, etc., au moment de son individualisation comme

cellule-fille);

2- du contexte micro-environnemental de sa naissance;

3- de son «historique» cellulaire propre.

Le terme historique désigne ici la suite d’événements auxquels tout constituant

mammaire donné est exposé entre sa naissance et l’instant où il est étudié, événements

responsables du cumul d’altérations plus ou moins durables de ses propriétés initiales. Issus

de progéniteurs aux propriétés plus ou moins dissemblables exposés à des micro

environnements divers, chaque constituant mammaire serait donc unique. Comme

processus physiologiques, les poussées de croissance mammaires ne seraient pas non plus

itératives (impact de l’historique des constituants cellulaires impliqués sur leur
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déroulement); chaque poussée de croissance accentuerait de surcroît ces divergences en

«ajoutant des chapitres» aux historiques des constituants mammaires. Les mécanismes de

réparation de l’ADN s’opposeraient à cette divergence de propriétés, certaines marques

épigénétiques l’accentuant plutôt de façon plus ou moins réversible. L’exposition de

progéniteurs de propriétés analogues à des micro-environnements similaires se traduirait

néanmoins par leur adoption d’états relativement uniformes en présence de micro-

environnements homogènes, d’où la possibilité de discuter de ces constituants en termes

d’ «états» généraux.

Les représentants des états encadrés à la Figure 36 conserveraient des potentiels de

prolifération et de différenciation non nuls. Ces deux types de potentiels seraient préservés

et sollicités indépendamment, tel que suggéré par nos observations (présence de figures de

division cellulaire dans des cellules de position et de profils phénotypiques différents) et

par la littérature (ex. phénotypes «intermédiaires» variables adoptés par des CMEM et des

CLUIVI «terminalement différenciées» mises en culture99’267’280’355’379389390). Certains

contextes physiologiques favoriseraient le déroulement de processus trans-différenciation,

de réversion phénotypique et d’EMT.

Ce modèle ne prévoit pas une représentation égale et fixe, dans le temps, des états

illustrés : à un moment donné, le nombre et la variété de leurs représentants dépendraient

plutôt des interactions épithélio-stromales et cellule-micro-environnement établies

focalement. Certains états seraient donc sous-représentés dans certaines portions de l’arbre

glandulaire et/ou pendant certaines phases du cycle mammaire (transformations intra- et

inter-états inégalement favorisées en présence de micro-environnements différant par leurs

propriétés biochimiques, architecturales ou par les forces physiques qui s’y génèrent). Le

micro-environnement fourni par le stroma intra-lobulaire en période lutéale, par exemple,

serait particulièrement propice à la vacuolisation extrême de représentants d’états basaux.

La sollicitation vraisemblablement concomitante de leur potentiel prolifératif favoriserait le

déroulement de mitoses asymétriques; les «options d’états» des cellules mère-fille et fille(s)

impliquées dépendraient principalement des propriétés de leur micro-environnement

immédiat respectif.
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Ces mitoses asymétriques permettraient la genèse de novo de représentants d’états

multipotents (approchant le concept actuel de «cellules souches» de par leur potentiel

multipotent effectif) ; tel qu’indiqué à la f igure 36, chacun d’eux pourrait:

1- conserver son statut multipotent à plus ou moins long terme, ce qu’indique la mince

flèche bleue au niveau des espaces inter-cellulaires épithéliaux;

2- adopter un état apical, ce qu’indique la mince flèche grise traversant la frontière

entre les espaces inter-cellulaires et la lumière glandulaire

3- adopter un état basal, ce qu’indique la mince flèche verte traversant la frontière

entre les espaces inter-cellulaires épithéliaux et la lame basale.

En effet, l’adoption ou la conservation de certains états par les progéniteurs

multipotents mammaires dépendrait largement de leur exposition ou non-exposition à des

stimuli micro-environnementaux causant leur polarisation. L’épithélium du sein adulte

normal au repos présenterait quatre régions particulièrement significatives à cet égard

1- les espaces inter-cellulaires épithéliaux: micro-environnement permissif vis-à-vis

du maintien d’états multipotents parce que pauvre en stimuli pro-polarisation;

2- la frontière entre la lame basale épithéliale et les espaces inter-cellulaires

épithéliaux : micro-environnement riche en stimuli inertes pro-polarisation basale

(ex. laminine 144,160 de l’ECM basale), provoquant l’adoption ou le maintien d’états

basaux. La disparition subséquente de ces stimuli entraînerait rarement la mort de

représentants d’états basaux, ceux-ci étant habituellement capables de les re

synthétiser;

3- la frontière entre les espaces inter-cellulaires épithéliaux et la surface apicale de

progéniteurs ayant adopté certains états basaux: micro-environnement riche en

stimuli cellulaires pro-polarisation basale (ex. membranes apicales de certains

représentants d’états basaux’°5), provoquant l’adoption ou le maintien d’états

apicaux. La disparition subséquente de ces stimuli, non compensée (ex. par une

ECM basale), entraînerait souvent la mort par apoptose de représentants d’états

apicaux;

4- la frontière entre l’épithélium mammaire et la lumière glandulaire : micro

environnement facilitant l’adoption d’états apicaux, mais possiblement insuffisant

pour la provoquer. Il présenterait des stimuli pro-polarisation apicale qui seraient de

nature inerte (ex. mucine-1465 de l’ECM apicale466) et/ou mécanique (absence de
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contacts cellulaires); la disparition subséquente de ces stimuli entraînerait rarement

la mort de représentants d’états apicaux.

L’architecture caractéristique de l’épithélium glandulaire du sein dépendrait

largement de la présence ou de l’absence des signaux pro-polarisation décrits ci-dessus dans

le micro-environnement de progéniteurs multipotents naissants42’364. Notre modèle

n’indique pas mais ne s’oppose pas non plus à l’idée que des interactions cellule-cellule

soient nécessaires et suffisantes pour amorcer cette structuration si des représentants d’états

multipotents prolifèrent sans rencontrer de stimuli pro-polarisation. Des progéniteurs

mammaires isolés, maintenus artificiellement en suspension, peuvent en effet générer des

mammosphères creuses360; la formation de ces structures s’accompagne par contre très

précocement d’une synthèse d’ECM. Bien que de telles conditions semblent peu

représentatives de contextes physiologiques normaux dans le sein adulte, elles pourraient

cependant l’être d’un contexte pathologique (ex. représentants altérés d’états multipotents ne

reconnaissant plus certains signaux pro-polarisation de leur micro-environnement).

Les représentants d’états basaux agiraient en tant que «réservoirs de progéniteurs».

Ce potentiel ne deviendrait effectif qu’en des conditions micro-environnementales

spécifiques, à l’instar du potentiel de germination de semences végétales, en quelque sorte

(profil cellulaire pluri-nucléé et vacuolisé de gauche). Les figures de mitose asymétrique

seraient des marqueurs morphologiques de la réalisation de ce potentiel progéniteur. Un

marquage positif pour le Ki67, moins spécifique d’un point de vue fonctionnel, indiquerait

simplement qu’une cellule donnée est activement engagée dans un processus de

prolifération (sans égards à son état ou au type de prolifération en cours). Dans l’encadré

des états basaux, le profil cellulaire fusiforme à noyau unique symbolise les états basaux

pour lesquels cette capacité de «réservoir de progéniteur» est latente. D’après nos

observations, outre certaines caractéristiques morphologiques (ex. vacuolisation, multiples

noyaux), les représentants d’états basaux dotés d’une capacité progénitrice en train de

s’actualiser se démarqueraient immunohistochimiquement de ceux de capacité franchement

latente (ex. polarisation basale prononcée et intensité souvent plus faible du marquage pour

l’a$MA). Les profils cellulaires regroupés dans le cadre unique des états basaux illustrent

donc les extrêmes d’un continuum d’états associés à des capacités variables. Nos

observations ne s’opposent pas à ce qu’une telle relation «réservoir-progéniteur» lie
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certains états apicaux et multipotents467. Elles ne le suggèrent par contre pas (d’où l’absence

de flèche partant de l’encadré des premiers vers l’encadré des seconds), peut-être en raison

du nombre insuffisant ou de la nature des antigènes luminaux ciblés par nos travaux. Il est

cependant aussi possible que le contingent de cellules présentant un potentiel progéniteur

occupe une position plus basale qu’apicale dans l’épithélium de la glande mammaire

comme dans celui d’autres organes (ex. peau’°7, côlon468, prostate469).

Des modèles antérieurs ont attribué une position basale/supra-basale aux

progéniteurs du sein, mais sans les associer aussi «intimement» aux CMEM. Une telle

association pourrait expliquer les controverses entourant les propriétés de «la» population

épithéliale souche du sein adulte (ex. cellules décrites tantôt comme de grandes cellules

claires98 tantôt comme de petites cellules épithéliales d’aspect monotone99), par exemple.

Aussi, la position exacte occupée par les progéniteurs «ultimes» du sein adulte demeure au

coeur de vifs débats, certains modèles affirmant qu’ils font partie du compartiment

basal/supra-basal98”55 et d’autres, du compartiment luminal470. Notre modèle pourrait

réconcilier ces visions l’adoption et la conservation d’états multipotents seraient permises

par les espaces inter-cellulaires épithéliaux plutôt que par un compartiment épithélial

«classique» donné.

Enfin, nos analyses d’IHC ciblaient peu les états mésenchymateux et ne ciblaient

pas l’état apoptotique. Tel que discuté précédemment, certaines de nos données et la

littérature suggèrent que certains constituants mammaires mésenchymateux dériveraient de

constituants épithéliaux dans le sein normal — une hypothèse à confirmer. La relation

préférentielle proposée par notre modèle entre l’apoptose et les états apicaux s’accorde avec

certaines données publiées sur les CLUM83”21’371. De plus, les CMEM sont reconnues pour

leur résistance à lapoptose qui serait liée à leur capacité de synthèse dECM, à leur capacité

de retrait du cycle cellulaire et, possiblement, à leur adoption d’une forme plus étalée que

celle des CLUM51’52’392. Une analyse d’IHC incluant des marqueurs d’apoptose permettrait

de vérifier cet aspect du modèle.
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Autres contextes

Compatible avec notre modèle d’initiation de la morphogenèse in utero, ce second

modèle établirait une continuité entre des phénomènes et contextes physiologiques étudiés

séparément, par exemple:

1- la «disparition de CMEM» dans les TDLU en période de gestation et

d’allaitement47’ : contexte physiologique favorisant l’adoption d’états multipotents et

apicaux plutôt que d’états basaux;

2- l’aspect particulier de l’arbre mammaire de femmes ménopausées âgées, cet

ensemble de structures glandulaires variablement atrophiées, d’allure principalement

canalaire, ne comportant souvent plus que des CMEM20’95 : contexte physiologique

favorisant le maintien d’états basaux, mais non l’adoption ou le maintien d’états

apicaux et multipotents. La chute des niveaux plasmatiques d’hormones

stéroïdiennes pourrait être compensée focalement par l’aromatisation de dépôts

graisseux mammaires31’472, d’où le maintien d’états apicaux et possiblement

multipotents dans certains éléments glandulaires;

3- les activités de croissance et de sécrétion du sein, essentiellement nulles chez

l’enfant pré-pubère’61”63 bien qu’elles soient typiquement importantes juste avant la

naissance, à l’adolescence et en phase lutéale chez la femme pré-ménopausée: les

variations des taux sériques d’hormones stéroïdiennes impliquées par ces contextes

physiologiques favoriseraient, respectivement, l’adoption d’états apicaux et

multipotents, l’adoption d’états basaux, puis à nouveau l’adoption d’états apicaux et

multipotents.

L’approche physiologique véhiculée par nos modèles implique que chez le foetus, le

développement mammaire ne serait pas le fruit d’un enchaînement «pré-déterminé»

d’étapes définies : il s’agirait d’un enchaînement de comportements cellulaires devenu

«plus probable», au terme de milliers d’années de sélection naturelle, parce qu’efficace

pour produire une glande essentielle à la survie de l’espèce (dans un contexte naturel, cela

s’entend). Le développement de carcinomes obéirait aux mêmes règles biologiques sans

être régi par une telle pression sélective; il récapitulerait plus ou moins imparfaitement les

enchaînements de «croissance normale» en raison, par exemple, des historiques plus longs

des constituants mammaires (possibilité d’un cumul d’insultes) et de différences de
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contexte hormonal (ex. hormones d’origine «personnelle» plutôt que «maternelle»). Les

comportements adoptés focateinent par des cellules carcinomateuses ne seraient pas

nécessairement chaotiques, ce que suggèrent d’ailleurs

1- les phénomènes de réversion397’398’399;

2- l’aspect organoïde de foyers carcinomateux décrits dans cette thèse (ex. cas

d’ adénomyoépithéliome malin) et par d’autres362’395’396’426;

3- les ressemblances souvent frappantes entre les PS de nos spécimens foetaux et

certains regroupements de cellules cancéreuses - notamment ces «morules»

retrouvées dans plusieurs organes (ex. utérus473’474’475’476, ovaires477, côlon478’179’480,

thyroïde481) dont le sein482’483’484. Ces structures se démarquent habituellement des

foyers cancéreux qui les abritent par leur architecture sphéroïde, mais aussi par leur

comportement et leur profil antigénique distinctifs485. Nous en avons repéré dans les

fronts dinvasion de trois carcinomes de notre cohorte (cas T7, Figure 21 en H; cas

TlO non montré; cas 114, Figure 25 en C, D et L à gauche). En MO et en IHC, leurs

attributs sont très similaires à ceux des agglomérations cellulaires supra-basales à

l’origine de PS foetales (ex. cas F9 et F12: Figure 13, à gauche en G et R). Nos

observations appuient celles d’autres chercheurs, soulignant le caractère «foetal»481

de ces regroupements de cellules carcinomateuses morphologiquement

uniformes477. Rappellant les mammosphères de progéniteurs du sein cultivées en

suspension’°5’360, les agglomérations cellulaires à l’origine de PS foetales et les

morules de carcinomes pourraient être composées de représentants d’états

multipotents interprétant leur micro-environnement comme «dépourvu de stimuli

pro-polarisation».

Sans être prédictif, le modèle proposé à la Figure 36 propose d’aborder

différemment l’étude d’entités et de phénomènes pathologiques encore peu compris en

pathologie mammaire. Le partage d’altérations génétiques par les composantes épithéliale

et mésenchymateuse de fibroadénomes et de carcinomes mammaires413’4t7’423, par exemple,

pourrait simplement trahir l’existence encore peu documentée de processus d’EMT dans le

sein. Les insultes ainsi partagées seraient acquises à maturité plutôt qu’in utero, d’où leur

manifestation «surprenamment tardive»; certaines insultes ne se manifesteraient qu’à

l’adoption d’un état mésenchymateux ou épithélial, d’où la découverte «imprévue»

d’altérations de CMEM et de CLUM dans certains cas de fibroadénomes, ou d’altérations
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de fibroblastes dans certains cas de carcinomes du sein, respectivement. D’après ce modèle,

enfin, une incompatibilité fonctionnelle naturelle ou acquise entre constituants mammaires

pouffait être à l’origine de lésions mammaires (ex. des changements fibrokystiques

pourraient résulter d’insultes cellulaires ou simplement d’une régulation d’EMT moins

efficace aux frontières de territoires d’inactivation d’X distincts - d’où le caractère multi

focal et la difficulté d’identifier «les insultes» responsables de tels phénomènes).

En somme, ce modèle propose que les phénomènes de croissance observés dans le

sein foetal, adulte normal et pathologique font partie d’un continuum dont la complexité ne

gagne pas à être morcelée pour être comprise. Il présente chaque poussée de croissance

comme une récapitulation imparfaite des poussées de croissance qui l’ont précédée. Ceci

expliquerait les nombreux parallèles décrits entre l’ernbryogenèse et la carcinogenèse

mammaire; les parallèles entre l’état adulte de repos et la carcinogenèse ne seraient pas

moins nombreux, mais plus difficilement acceptés parce que contraires à de nombreux

paradigmes actuels. La vision de la sénologie véhiculée par notre redéfinition des CMEM

humaines et par nos modèles suggère donc d’étendre considérablement la théorie de

Knudson sur la carcinogenèse486, le «normal» et le «pathologique» devenant les pôles d’un

continuum de fonctionnalité. La carcinogenêse résulterait de l’incompatibilité naturelle ou

acquise, dans certains contextes physiologiques, de protagonistes assurant la réalisation de

fonctions diverses — que cette incompatibilité découle ou non de l’accumulation d’insultes

spécifiques (ex. impliquant des proto-oncogènes) par une seule cellule.
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CONCLUSION

Nos travaux sur la CMEM humaine visaient à déterminer si le faible nombre et la

spécificité des marqueurs myoépithéliaux utilisés en sénologie contribuent à masquer

l’importance physiologique de ce type cellulaire. Cette étude a été réalisée dans conditions

expérimentales reproduisant le plus fidèlement possible le contexte de travail en milieu

hospitalier, à l’aide d’échantillons de tissu mammaire humain formant une triade «foetal

normal — adulte normal — pathologique».

Notre emploi de techniques conventionnelles et de pointe nous aura permis de

compléter, de confirmer et de préciser plusieurs affirmations de la littérature concernant

cette cellule méconnue de l’épithélium glandulaire du sein. Ainsi, nos travaux apportent des

précisions inédites sur les propriétés des précurseurs foetaux de CMEM au cours du

deuxième trimestre de gestation. Par exemple, d’après nos données, la localisation par liC

de l’aSMA n’est pas un marqueur très précoce de l’adoption d’un phénotype basal par des

cellules épithéliales de la glande mammaire immature - contrairement à la localisation par

IHC de la vimentine, de la S100f3, de la KRT14 ou encore de la KRT17. Le volet «foetal»

de notre étude souligne par ailleurs qu’il y a risque de confondre les prirnordia mamelonaire

et mammaire humains à ces âges. ce qui pouffait contribuer à expliquer certaines

informations discordantes de la littérature. Dans le cadre du volet «pathologique» de

l’étude, nous avons documenté extensivernent le profil antigénique des CMEM de

carcinomes rnyoépithéliaux malins rarissimes, particulièrement agressifs.

L’étude parallèle d’échantillons de sein adulte normal et pathologique nous a permis

de comparer l’efficacité respective des 15 antigènes suivants en tant que marqueurs de

CMEM: 67LR, u6, f31, [34, CDÏO, CD44v6, KRT14, KRT17, VIM, GFAP, uSMA, CNJ’J1,

SlOOf3, S100A4 et p63. Tous ces marqueurs recormus ou putatifs ont démontré au moins

l’une des limitations suivantes un manque de sensibilité (67LR, CD1O, CD44v6, KRT14,

KRT17, VIM, GFAP, CNN1, SlOO[3, SYOOA4 et p63), un manque de spécificité inter-

tissulaire (67LR, a6, [31, f34, CD44v6, VIM, uSMA, CNN1, SlOO[3 et SÎOOA4) et/ou un

manque de spécificité intra-tissulaire (67LR, a6, [31, [34, CD44v6, VIM, SlOOf3 et

SI 00A4). Quoique privilégiés en pathologie mammaire diagnostique, les marquages pour

l’uSMA, la CNN1 et le p63 nous apparaissent moins sensibles que ce que la littérature
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prédit. D’après ces données, la recherche par IHC de CMEM à des fins diagnostiques

bénéficierait tant d’un accroissement du nombre d’antigènes myoépithéliaux ciblés par les

batteries d’anticorps utilisées en pratique courante que de leur diversification (ex. cibler des

récepteurs membranaires et des FI individuellement et non seulement des protéines

associées à la différenciation de type musculaire lisse). À moyen terme, nos travaux

devraient permettre d’optimiser les batteries d’anticorps utilisées à des fins de diagnostic en

pathologie mammaire.

Notre documentation des propriétés de la CMEM humaine visait à optimiser la

recherche par IHC de ce type cellulaire à des fins diagnostiques, mais aussi à approfondir

certains aspects encore sous-docurnentés/controversés de sa biologie. De fait, nos efforts de

caractérisation ont mis en évidence des variations inattendues, non aléatoires du phénotype

de la CMEM humaine. Certaines de ces variations semblent présentes dans le sein foetal,

adulte normal et pathologique; elles s’accompagnent fréquemment de variations de

propriétés d’autres constituants de la jonction épithélio-stroinale mammaire, d’où l’intérêt

de documenter simultanément plusieurs éléments de cette unité fonctionnelle en sénologie.

Les variations de l’inmiimophénotype myoépithélial suggèrent la co-existence de CMEM et

de CLUM similaires mais non identiques à l’intérieur de compartiments

anatomiques/histologiques du sein normal et pathologique. Nos résultats d’IHC, de

colorations enzymatiques et de RT-PCR indiquent que des différences existent entre les

CMEM des CE et des TDLU du sein adulte normal au repos qui ne sont pas strictement

morphologiques.

Selon la présente étude, les cellules basales de l’épithélium du sein ne seraient pas

les membres d’une population homogène de cellules tenninalement différenciées et

physiologiquement accessoires, mais plutôt des constituants manimaires uniques, dotés de

potentiels de différenciation et de prolifération non nuls; ces potentiels leur permettraient de

remplir des rôles variés et physiologiquement cruciaux dans différents contextes

physiologiques et pathologiques.

Plus qu’une simple curiosité, la «double-nature» malléable des CMEM témoignerait

de leur rôle séminal au coeur de la jonction épithélio-strornale mammaire. D’après nos

observations de CMEM du sein foetal, adtilte normal et pathologique, de nombreuses
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controverses entourant les CMEM humaines découleraient du fait qu’elles agissent à titre

de «charnières» physiologiques et conceptuelles, en sénologie. Ceci expliquerait leur

importance... et la difficulté de mettre cette dernière en évidence. La plasticité des CMEM

dévoilée par nos travaux et par ceux d’autres chercheurs remet en question leur réputation

d’«alliées de l’hôte» et le bien-fondé de certaines pratiques actuelles en pathologie

mammaire diagnostique. En effet, nos travaux suggèrent que l’utilisation inconsidérée de

certains marqueurs de CMEM pourrait conduire à des erreurs diagnostiques.

Nos travaux redéfinissent la CMEM humaine comme une composante

physiologique essentielle du sein normal et pathologique; l’étude de sa complexité sous-

estimée nous amène à envisager la sénologie sous un angle plus probabiliste que

déterministe. D’après nous, en plus de favoriser le développement d’outils cliniques à partir

de résultats expérimentaux, la médecine «transiationnelle» devra vraisemblablement

contribuer à renverser certains paradigmes et à modifier certaines façons de penser et

d’agir, en pathologie mammaire. Il ne s’agit pas de faire table rase des pratiques et

connaissances actuelles, mais bien de réexaminer les schèmes de pensée existants pour

favoriser une articulation plus fonctionnelle des acquis présents et futurs de la sénologie

fondamentale et appliquée. À notre avis, de par les ressources humaines et matérielles dont

ils disposent, les centres de recherche d’hôpitaux universitaires sont appelés à jouer un rôle

de premier plan dans le virage translatioimel entrepris par la médecine.
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—

C
HÔPITAL
SAINTE-JUSTINE
ù centre hospitaliei

t t universitaire mère-enfant

____________________________________________

TITRE: Caractérisation moléculaire des cellules myoépithéliales humaines de glandes
mammaires foetales et adultes

INVESTIGATEURS: Luc L. Oligny, MSc, MD, pathologiste pédiatiaque et professeur
agrégé de chnique (investigateur principal)
francineJolicoeur, BSc, étudiante au PhD (Pathologie et biologie
cellulaire) à l’Université de Montréal (collaboratrice interne)

COMMANDITAIRES: Montreal Breast Cancer Foundation

Bonjour,

Notre étude réalisée à l’Hôpital Sainte-Justine fait appel à des personnes comme toi
Pour participer à ce projet de recherche, les participantes doivent nous donner leur
assentiment et obtenir le consentement de l’un de leurs parents (ou tuteurs légaux) si
elles ont moins de 18 ans. Tu n’es pas obligée de participer à cette étude et la qualité
des soins qui te sont offerts ne dépend aucunement de ta décision.

Lis bien le formulaire ‘FORMULAIRE D’INFORMATION, DE CONSENTEMENT ET
D’ASSENTIMENT(PARTJCIPANTE DE MOINS DE 18 ANS)” que l’on vient de te
remettre; si tu veux plus d’informations après l’avoir lu, tu peux nous contacter au
numéro suivant: (514) 345-4649, et il nous fera plaisir de discuter de cette étude avec
toi et/ou avec l’un de tes parents (ou les deux, situ veux).

Si tu décides de participer à ce projet, c’est toi qui en parlera à l’un de tes parents
pour que vous regardiez ce formulaire ensemble (nous ne contacterons personne à
part toi). Tu seras considérée comme une participante seulement si toi et l’un de tes
parents nous redonnez la dernière page du formulaire avec vos deux signatures.
Rappelle-toi que tu n ‘es pas obligée de participer à cette étude et que la qualité des
soins qui te sont offerts ne dépend aucunement de ta décision.

Merci de ton intérêt pour notre projet!
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INVESTIGATEURS: Luc L. Oligny, MSc, MD, pathologiste pédiatrique et professeur agrégé
de clinique (investigateur principal)
Dr Louis Gaboury, MD, PhD, FRSCP, pathologiste et professeur agrégé
(Collaborateur externe)
Francine Jolicoeur, BSc, étudiante au PhD (Pathologie et biologie

cellulaire) à l’Université de Montréal
(collaboratrice interne)

COMMANDITAIRES: Montreal Breast Cancer Foundation

Avant de signer le présent formulaire de consentement, prenez le temps de le lire et considérer

l’information ci-dessous expliquant le but et les procédures de l’étude, les risques et bienfaits, ainsi que

d’autres informations concernant cette étude. Le formulaire peut contenir des mots que vous ne

comprenez pas. Si un terme ou un renseignement donné ne vous semble pas clair, veuillez demander au

médecin ou à un membre du personnel de l’étude de vous l’expliquer.

NATURE DU PROJET

o
(!)
I’

-2

HÔPITAL
SAINTE -J USTINE
Le centre hopitaIier
universitaire mère-ewit

La présente étude de recherche sera menée dans le but de documenter la cellule myoépithéliale

du sein (identifiée par les flèches, ci-dessous).
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Des études récentes suggèrent que cette cellule contrôle le développement mammaire (chez le

foetus) et qu’elle contribue à assurer le bon fonctionnement du tissu mammaire adulte. Elle pourrait

aussi s’opposer au processus de l’invasion des tissus par les cancers. La plupart de ces hypothèses

dérivent cependant de travaux effectués chez des souris et des rats et tardent à être étudiées chez

l’humain. En fait, la cellule myoépithéliale est une cellule du sein dont les caractéristiques et les

fonctions restent méconnues. Nous désirons étudier sa valeur comme outil complémentaire de

diagnostic des tumeurs mammaires. En effet, cette cellule a tendance à disparaître autour des cancers

invasifs du sein, des cancers qui nécessitent des traitements agressifs. Avant de disparaître

complètement, nous croyons que la cellule myoépithéliale présente des altérations particulières (des

indices de son élimination imminente, d’une invasion prochaine par le cancer). Nous voulons donc

vérifier s’il existe des différences entre les protéines que cette cellule contient dans le sein nonnal

versus en présence de cancers.

Parce que les cellules de cancers agressifs ont souvent tendance à se comporter comme des

cellules foetales (multiplication rapide, mobilité accrue), il se peut que les cellules myoépithéliales

réagissent à leur contact en adoptant des comportements qu’elles n’ont habituellement que pendant le

développement mammaire chez le foetus. Par conséquent, une meilleure connaissance des

caractéristiques des cellules myoépithéliales foetales pourrait orienter efficacement notre recherche

d’altérations myoépithéliales associées à la présence de cellules cancéreuses particulièrement

agressives. Voilà pourquoi nous demandons la collaboration de 50 femmes comme vous afin de

pouvoir étudier la cellule myoépithéliale dans le sein normal en développement. Les résultats issus de

contributions comme la vôtre et des contributions de femmes adultes opérées aux seins* devraient

fournir aux médecins de nouveaux outils pour localiser les cellules myoépithéliales au microscope et

nous renseigner davantage sur les comportements de ces cellules en réponse aux cancers.

Glande mammaire foetale Glande mammaire adulte Cancer

Les prélèvements de glandes mammaires foetales seront analysés de façon à étudier la

composition en protéines des cellules myoépithéliales qui s’y trouvent. Dans le sein, la présence d’une

seule des nombreuses protéines que nous voulons étudier a été bien documentée dans les cellules

myoépithéliales. Nous croyons qu’au moins 15 autres protéines pourraient fournir des renseignements

importants sur le comportement de ces cellules dans le sein normal mais aussi en présence de cancers.

Nous étudierons ces cellules à l’aide d’une technique déjà utilisée par les médecins

(l’irnmunohistochimie). De cette façon, nos résu]tats expérimentaux miment la réalité de la clinique et

les informations que nous obtiendrons pourront être immédiatement utilisées en milieu hospitalier. Si

certains résultats immunohistochimiques obtenus contredisent la ,littératur ou semblent
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particulièrement intéressants, des techniques de biologie moléculaire (dont le RT-PCR) seront utilisées

pour les confirmer.

Si vous acceptez de prendre part à cette étude, vous contribuerez à améliorer les connaissances

du milieu scientifique sur le sein normal et ainsi, rendrez possible la vérification de nouvelles

hypothèses concernant le développement des cancers mammaires.

DÉROULEMENT DU PROJET

Interventions pratiquées dans le cadre du projet
Si vous décidez de prendre part à cette étude, votre participation n’affectera aucunement le

déroulement de votre chirurgie. A l’hôpital, chaque interruption de grossesse est suivie d’un examen

pathologique du foetus. C’est au moment de cet examen de routine que de petites dissections de tissu

mammaire seront pratiquées sur le foetus (tissu qui ne fait pas habituellement l’objet d’une étude

anatomo-pathologique particulière).

Nombre d ‘interventions
Une seule intervention (celle mentionnée ci-dessus) sera pratiquée.

Durée de t ‘intervention
NIA

Endroit de Ï ‘intervention
Le département de pathologie de l’Hôpital Sainte-Justine

Accès au dossier médical de ta participante
Votre signature nous permet d’avoir accès à la requête adressée au département de pathologie

accompagnant le foetus, mais non à l’ensemble de votre dossier médical (de plus, seuls l’âge

gestationnel et le sexe seront notés).

Période de suivi de la participante
N/A

Lieu et durée de conservation des tissus
Les tissus seront conservés au département de pathologie de l’Hôpital Sainte-Justine et au

Centre de Recherche de l’Hôpital Sainte-Justine. Toute portion inutilisée des tissus sera détruite à la fin

de l’étude, au plus tard au début du mois d’août 2003.

Commercialisation
Les tissus prélevés ne feront l’objet d’aucune commercialisation.

AVANTAGES ET BÉNÉFICES DU PROJET

Ce projet n’aura pas de bénéfices directs pour vous. Par contre, tel que mentionné

précédemment, votre participation contribuera à améliorer les connaissances du milieu scientifique sur

le sein normal et rendra ainsi possible la vérification de nouvellejipothèses concernant le

développement des cancers du sein.

(
Version 2 - 2003



C
RISQUES ET INCONVÉNIENTS

Votre participation à ce projet ne présente aucun risque pour votre santé.

CONFIDENTIALITÉ

Seuls l’âge et le sexe du foetus sont enregistrés pour ce projet. Ainsi, il sera impossible de vous
identifier.

RESPONSABILITÉ DES CHERCHEURS

En signant ce formulaire de consentement, vous ne renoncez à aucun de vos droits prévus par la
loi. De plus, vous ne libérez pas les investigateurs de leur responsabilité légale et professionnelle
advenant une situation qui vous causerait préjudice.

COMPENSATION FINANCIÈRE

Aucune.

CONFLITS D’INTÉRÊTS

Aucun.

LIBERTÉ DE PARTICIPATION

Votre participation à l’étude est libre et entièrement volontaire. Parce que les tissus étudiés sont
anonymisés, un retrait de l’étude n’est plus possible après le moment de leur prélèvement (il sera
impossible de retracer l’échantillon pour le détruire).

offerts.
Quelle que soit votre décision, cela n’affectera pas la qualité des services de santé qui vous sont

PERSONNES RESSOURCES EN CAS DE QUESTIONS OU DE DIFFICULTÉS

Pour plus d’information concernant cette recherche, contactez le chercheur responsable du
projet à l’Hôpital Sainte-Justine, le Dr Luc L. OLIGNY, au (514) 345-4649.

Pour tout renseignement sur vos droits à titre de participante à ce projet de recherche, vous
pouvez contacter l’ombudsman de l’hôpital au (514) 345-4749.

4
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1
HÔPITAL
SAINTE -J UST1NE
ù centre hOpi&2lier

niversitaire mère-enfant

TITRE:

INVESTIGATEURS:

COMMANDITAIRES:

Caractérisation moléculaire des cellules myoépithéliales humaines de

glandes mammaires foetales et adultes

Lue L. Oligny, MSc, MD, pathologiste pédiatrique et professeur am-égé de
clinique (investigateur principal)
Dr Louis Gaboury, MD, PhD, FRSCP, pathologiste et professeur agrégé

(collaborateur externe)
francine Jolicoeur, BSc, étudiante au PhD (Pathologie et biologie

cellu]aire) à l’Université de Montréal
(collaboratrice interne)

Montreal Breast Cancer foundation

CONSENTEMENT ET ASSENTIMENT

On m’a expliqué la nature et le déroulement du projet de recherche. J’ai pris connaissance du formulaire

de consentement et on m’en a remis un exemplaire. J’ai eu l’occasion de poser des questions auxquelles on a

répondu. Après réflexion, j’autorise que mon enfant participe à ce projet de recherche. J’autorise l’équipe de

recherche à consulter le dossier médical de mon enfant pour obtenir les informations pertinentes à ce projet.

Nom de l’enfant (lettres moulées)

Assentiment de l’enfant (Signature)

Nom du parent (lettres moulées)

Consentement du parent, tuteur (Signature)

FORMULE D ‘ENGAGEMENT DU CHERCHEUR

Date

Date

Le projet de recherche a été décrit au participant ainsi que les modalités de sa participatEon. Un membre

de l’équipe de recherche a répondu à ses questions et lui a expliqué que la participation est libre et volontaire. Je

m’engage à respecter ce qui a été convenu dans le formulaire de consentement.

Nom du chercheur ou du représentant (lettres moulées)

DateSignature du chercheur ou du représentant

Version 2 - 2003



ANNEXE II

Ci-après:

FORMULAIRE D’INFORMATION ET DE CONSENTEMENT

(PATIENTES MAJEURES)

APPROUVÉ PAR

LE COMITÉ D’ÉTHIQUE DE LA RECHERCHE DU CHUM*

*
Version française officielle du 21 novembre 2002.



C APPROUVÉ, Comité d’éthique de la recherche

CHUM ce

_____

FORMULAiRE D ‘iNFORMA TION ET DE

_______

CONSENTEMENT ÉCLAIRÉ DESTINÉ À LA PATIENTE V

TITRE: Étude immunohistochimique et moléculaire de la cellule myoépithéliale

dans le sein normal et pathologique

COMMANDITAIRES: Montreal Breast Cancer Foundation

INVESTIGATEURS: Dr Louis Gaboury, MD, PhD, FRSCP (investigateur principal)

Dr Luc L. Oligny, MSc, MD
Francine Jolicoeur, BSc

/

Avant de signer le présent formulaire de consentement, prenez le teps de le lire et de co/sidérer

l’information ci-dessous expliquant le but et les procédures de l’étude/ les risques et bienfaits, insi que

d’autres informations concernant cette étude. Le formulaire peut contenir des mots que/ vous ne

comprenez pas. Si un terme ou un renseignement donné ne vous semble as clair, veuillez dernai*Ier au

médecin ou à un membre du personnel de l’étude de vous l’expliquer.

INTRODUCTION ET BUT DE L’ÉTUDE

Nous vous invitons à participer à la présente étude de recherche soit parce que vous allez être opérée

aux seins pour une réduction mammaire bilatérale à but cosmétique, soit parce que vous allez être

opérée dans un but thérapeutique pour retirer une région de tissu mammaire lésé.

La présente étude de recherche sera menée dans le but de documenter la cellule myoépithéliale du sein

(identifiée par les flèches, ci-dessous).

La cellule myoépithéliale du sein est une cellule du sein dont tes caractéristiques et les fonctions

sont encore méconnues chez l’humain. Nous désirons étudier sa valeur comme outil complémentaire de

diagnostic des tumeurs mammaires. En effet, cette cellule a tendance à disparaître autour des cancers
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du sein invasifs, des cancers qui nécessitent des traitements aggressifs. Avant de disparaître

complètement, nous croyons que la cellule myoépithéliale présente des altérations particulières (des

indices qui permettraient de reconnaître les tumeurs qui présentent un plus grand risque pour la santé

des patientes). Nous voulons donc vérifier s’il existe des différences entre les protéines que cette cellule

contient dans le sein normal versus en présence de cancers. Nos résultats devraient fournir aux

médecins de nouveaux outils pour localiser les cellules myoépithéliales au microscope et nous

renseigner davantage sur les comportements de ces cellules en réponse aux cancers. Voilà pourquoi

nous demandons la collaboration de femmes comme vous pour étudier la cellule myoépithéliale dans le
sein normal à différents moments du cycle menstruel ou autour de lésions cancéreuses du sein.

7/

Tissu mammaire normal Cancer

Phase
IutaJe

Si vous êtes admissible à la présente étude et si vous acceptez d’y prendre part, vous contribuerez à

améliorer les connaissances du milieu scientifique sur la composition du sein normal et sur la

composition de lésions mammaires cancéreuses.

DESCRIPTION DE L’ÉTUDE

Dans le cadre de l’étude, nous remettons d’abord le présent formulaire d’information et de

consentement éclairé à des femmes comme vous. Environ 100 femmes (50 femmes présentant un sein

en santé [profil A] et 50 femmes présentant une lésion cancéreuse [profil B]) participeront à cette

étude. Si vous décidez de prendre part à cette étude, votre participation n’affectera aucunement le

déroulement de votre chirurgie (pas de visites ou d’examens physiques supplémentaires). Les étapes de

l’étude sont expliquées ci-dessous selon que vous êtes une femme de Profil A ou B.

En acceptant de participer à l’étude, vous nous accordez la permission de prélever trois échantillons de

tissu normal (chacun de la grosseur d’un cube de sucre) après que les examens de routine aient été

complétés (profil A) ou de retirer des portions de tissu mammaire qui renferment une lésion cancéreuse

(profil B). Nous vous demandons la permission de consulter la portion de votre dossier médical reliée à

votre opération (seulement au moment d’effectuer nos prélèvements). Nous vous demanderons enfin de

compléter un court questionnaire (âge, histoire reproductive, prise de contraceptifs oraux / d’hormones,

jour de votre cycle menstruel pour lequel l’opération est prévue).

Phase Phase
folliculaire péri-ovulatoire

Phase
menstruelle
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DESCRIPTION DE L’ÉTUDE (suite)

Les prélèvements de tissus obtenus de femmes de Profil A ou B seront analysés de la même manière de

façon à étudier la composition en protéines des cellules myoépiffiéliales qui s’y trouvent. Dans le sein,

la présence d’une seule des nombreuses protéines que nous voulons étudier a été bien documentée dans

les cellules myoépithéliales. Nous croyons qu’au moins 15 autres protéines pourraient foun± des

renseignements importants sur le comportement de ces cellules dans le sein normal mais aussi en

présence de cancers. Nous étudierons ces cellules à l’aide d’une technique déjà utilisée par les

médecins (l’irnmunohistochimie). De cette façon, nos résultats expér)rnentaux miment la réalité de la

clinique et les informations que nous obtiendrons pourront être immédiatement utilisées en milieu

hospitalier. Si certains résultats immunohistochimiques obtenus contredisent la littérature ou semblent

particulièrement intéressants, des techniques de biologie moléculaire (dont le RT-PCR) seront utilisées

pour les confirmer.

RISQUES POSSIBLES

Votre participation à cette étude ne présente aucun risque pour vofrsanté. Seuls les tissus prélevés

dans le cadre de votre chirurgie seront analysés au cours de cette étude.

BIENFAITS POSSIBLES

Cette étude ne vous apportera aucun bénéfice personnel. Les données obtenues lors de cette étude

serviront toutefois à mieux documenter la cellule myoépiffiéliale du sein; une meilleure description de

ses caractéristiques (dans le sein normal et dans certains cancers) est nécessaire pour juger de sa valeur

comme outil d’analyse des tumeurs mammaires.

INDEMNISATION / COMPENSATION

Aucune compensation ou indenmisation n’a été prévue pour cette étude. Toutefois, en signant le présent

formulaire de consentement, vous ne renoncez à aucun de vos droits légaux ni ne libérez le chercheur

ou l’établissement où prend place cette étude de leur responsabilité professionnelle.

CONFIDENTIALITÉ

Tous les renseignements obtenus à votre sujet au cours de l’étude demeureront strictement

confidentiels, à moins que la loi n’exige leur divulgation. Votre nom n’apparaîtra dans aucune des

données de recherche vous concernant; seul un code alpha-numérique nous permettra de relier nos

données aux renseignements vous concernant. En outre, votre nom ne figurera dans aucun des rapports

préparés à la suite de cette étude. Vous ne serez pas contactée pendant la réalisation de cette étude ni

pour des études subséquentes.

Toutes ces études pourront être réalisées grâce aux échantillons de tissus obtenus de femmes de Profils

A et B; des codes alpha-numériques seront assignés aux échantillons tissulaires pour la compilation des

données, l’analyse des résultats et, éventuellement, la publication des résultats de cette étude (voir la

clause de confidentialité). Les cellules des tissus prélevés dans le cadre de cette étude ne seront pas

mises en culture et ne feront l’objet d’AUCUNE ANALYSE GENETIQUE.
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N.3. Échantillons tissulaires obtenus de femmes de Profil A et de Profil B: la portion inutilisée des

échantillons sera détruite par incinération au terme de cette étude (juin 2003).

PARTICIPATION VOLONTAIRE I REFUS OU RETRAIT DE L’ÉTUDE

Votre participation à la présente étude est totalement volontaire. Vous n’êtes pas obligée d’y prendre

part. Vous avez le droit de poser toutes les questions que vous désirez sur n’importe quel aspect de

l’étude et à n’importe quel moment. Vous avez le droit de vous retirer de l’étude en tout temps, sans

que cela ne vous porte préjudice. II est également entendu que votre décision de participer ou de ne pas
participer à la présente étude n’influencera d’aucune manière les soins médicaux qui vous seront

prodigués et qu’aucune justification ne vous sera demanJe.

PERSONNES RESSOURCES

Les investigateurs peuvent être rejoints au numéro suiva)t: (514) 956-1951. Si vous avez des questions

sur vos droits en tant que sujet à une étude de recherché, trois personnes ressources du CHUM peuvent

être contactées: f
Mine Esther Leonard à l’Hôtel-Dieu du CHUM (514) 890-8000 poste 12761

Mine Louise Bninelle à Notre-Dame du CHUM (514) 890-8000 poste 26047

Responsable du traitement des plaintes à Saint-Lue du CHUM (514) 890-8000 poste 36366.
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CONSENTEMENT ÉCLAIRÉ DE LA PATIENTE

1- J’ai pris connaissance du Formulaire d’information et de consentement éclairé destiné au patient.

2- Je reconnais avoir été bien informée et avoir eu suffisamment de temps pour considérer ces informations et

pour demander conseil.

3- Je reconnais que le langage médical et technique m’a été expliqué à ma satisfaction et que j’ai reçu les

réponses satisfaisantes à mes questions.

4- Toutes les informations recueillies seront traitées de façon confidentielle et les résultats ne seront utilisés

qu’à des fins scientifiques.

5- Je consens à la publication des résultats de cytte étude en autant que les informations demeurent anonymes et

qu’aucune identification ne puisse être faite.

6- J’ai été informée que ma participation à l’étude est volontaire et que je suis entièrement libre de refuser d’y

participer ou de me retirer de l’étude en tout temps sans que ceci ne modifie en rien la qualité des soins que

je recevrai.

7- J’ai également été informée que le Comité/l’évaluation scientifique et le Comité d’éthique de la recherche

du CHUM ont approuvé le protocole de l’ude.

8- Je recevrai un exemplaire signé du prése/t Formulaire d’information et de consentement éclairé destiné au

patient.

9- Pour de plus amples informations concernant l’étude, je peux communiquer avec les investigateurs au

numéro suivant: (514) 956-1951.
10- Pour tout renseignement concernant mes droits en tant que participante à cette étude, les noms de trois

persotmes ressources du CHUM m’ont été fournis.

11- Tout article contenu dans ce document qui irait à l’encontre d’une loi existante applicable dans la province

de Québec sera nul et non avenu.

Nom de la patiente

____________________________________

Signature:

__________________________________

Date*:

_________________

Nom du témoin

__________________________________

Signature

______________________________________

Date*

___________________

DÉCLARATION DE L’INVESTIGATEUR

J’affirme avoir expliqué à la patiente dont le nom figure ci-dessus ]a nature de l’étude, les bénéfices possibles, et

les risques connus et éventuels que comporte sa participation à la présente étude. En outre, je lui ai mentionné

qu’elle est libre de prendre part à la présente étude et qu’elle peut mettre fin à sa participation en tout temps, sans

que cela n’influence les soins médicaux qui lui seront prodigués.

Nom du chercheur:

__________________________________

Signature t

______________________________________

Date*

___________________

Copies conformes avec signatures originales
• Patiente
• Service des archives médicales CHUM / Hôtel-Dieu

• Chercheur

* Veuillez dater personnellement votre signature



6

INFORMA TIONS CONFIDENTIELLES

TITRE DE L’ÉTUDE: Étude immunohistochimique et moléculaire de la cellule myoépithéliale
dans le sein normal et pathologique

COMMANDITAIRE: Montreal Breast Cancer Foundation

INVESTIGATEURS: Dr Louis Gaboury, MD, PhD, FRSCP (investigateur principal)
Dtuc L. Oligny, M$c, MD
Francine Jolicoeur, BSc

/ QUESTIONNAIRE

1- À quel profil de participa1te correspondez-vous?

u Profil A (réduction mammaire)

u Profil B (exérèse de lésion mammaire)

2- Quel âge avez-vous?

3- Histoire reproductive

Avez-vous eu...

u un(des) enfant(s)?

u fait une(des) fausse(s) couche(s) par le passé?

u subi un(des) avortement(s) par le passé?

Si vous avez eu un(des) enfants, avez-vous pratiqué l’allaitement au sein?

u Oui, pour au moins un enfant

u Non

4- Prenez-vous de manière régulière des contraceptifs oraux (ou suppléments hormonaux)?

u Oui

u Non

5- Pour quel jour de votre cycle menstruel votre opération est-elle prévue? (SVP Indiquer entre

parenthèses la durée habituelle, en jours, de vos cycles menstruels)

_________________(

jours)

Version 2 / 2] novembre 2002



ANNEXE III

MICROARRAYS TISSULAIRES

Fabrication des microarrays tissulaires

Nous avons construit des microarrays tissulaires à partir de blocs de paraffine de

tissus de contrôles d’LKC et de quelques-uns de nos spécimens mammaires (blocs résiduels

de certains cas de sein normal et pathologique) à l’aide d’un appareil à opération manuelle

(MTA-1, Beecher Instruments Inc., Sun Prairie, Wisconsin).

Figure 37 Appareil semi-automatique permettant la création de microarrays tissulaires

Appareil MTA-1 de Beecher Instruments Inc. à gauche; à droite: lames colorées à l’HPS d’un microarray et

de certains blocs de tissus «donneurs» ayant servi à sa fabrication.

L’appareil permet de retirer des cylindres de paraffine d’un bloc vierge avec un

premier poinçon (le bloc receveur où se construit le microarray), de retirer des carottes de

blocs tissulaires «donneurs» avec un second poinçon, puis d’insérer relativement facilement

ces carottes tissulaires dans les trous pratiqués dans le bloc receveur (vis micrométriques et

compteurs digitaux assurant un déplacement précis du support de poinçons à l’horizontale).

Trois précautions permettent de maximiser le rendement des microarrays ainsi

produits : 1- autant que possible, insérer les carottes tissulaires à la même hauteur dans le

bloc receveur; 2- prévoir, au minimum, deux carottes de chaque tissu d’intérêt pour un
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microarray donné; 3- placer les microarrays tissulaires dans une étuve pour quelques

heures à 37°C avant de les couper, ce qui favorise l’adhésion des carottes au squelette de

paraffine et limite donc la perte d’échantillons. Bien que des rubans adhésifs soient

disponibles commercialement pour faciliter la coupe des microarrays tissulaires (pour

réduire l’enroulement, la perte de pastilles tissulaires), nous n’y avons pas eu recours

puisque selon leurs fabricants, leur utilisation peut affecter les résultats obtenus en fliC

avec certains anticorps.

Les microarrays tissulaires: quelques avantages et

inconvénients liés à leur utilisation

Avantages

• Traitement plus économique d’un nombre accru de spécimens;

• Traitement très uniforme des échantillons facilitant l’interprétation des résultats.

Figure 38 Principaux avantages des microarrays tissulaires

A

•_

,kj

B

Traitement uniforme d’un grand nombre de spécimens t A. coloration de routine d’une portion de microarray

renfermant deux échantillons de peau (gauche) et deux échantillons de rein (droite). B. résultats d’IHC pour

deux anticorps (haut versus bas) dans des pastilles de rein (gauche) et de sein normal (droite) de coupes

parallèles du même microarray. (A. HPS, 25X; B. KRT19/haut, EMA/bas, bOX).
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Inconvénients

• Échantillonnage inadéquat en raison de l’hétérogénéité des tissus utilisés;

• Perte plus fréquente des échantillons en cours de technique;

• Risque accru de contamination inter-échantillonnale;

• Répercussion d’un obstacle à la coupe d’un échantillon sur plusieurs autres (ex.

déchirement par des micro-calcifications).

Figure 39 Principaux inconvénients des microarrays tissulaires

r

A

C D

Hétérogénéité tissulaire entraînant un échantillonnage inégal: A. absence d’éléments glandulaires dans un

échantillon de sein normal; B. section de bloc donneur illustrant un échantillonnage tumoral inadéquat; les

kystes mammaires de diamètre voisin à celui des poinçons utilisés sont fréquents (K: lumières kystiques; P

trou de poinçon). Perte accrue d’échantillon: C. décollement d’une pastille (coloration de routine

automatisée). Effritement augmentant les risques de contamination inter-échantillonnale: D. échantillon de

moelle épinière suite à une coloration IHC manuelle. (A et C : HPS, 25X; C : HPS, bOX; D : $10013, bOX).
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Des microarrays tissulaires pour la clinique?

À notre avis, l’utilisation de microarrays de tissus de contrôle d’fflC pourrait

s’avérer profitable à plus d’un point de vue pour les départements hospitaliers de pathologie.

Premièrement, contrairement aux sections complètes de tissus contrôles utilisées

actuellement, les sections de microarrays «de contrôle» pourraient fournir à coûts moindres

— en temps, en réactifs - une validation plus fiable de chaque marquage demandé par les

pathologistes (puisque plusieurs contrôles sont traités simultanément et donc, très

uniformément). Deuxièmement, certains tissus de contrôle difficiles à obtenir seraient

mieux utilisés, un bloc de tissu donné permettant de générer plusieurs microarrays de

contrôle. Troisièmement, l’utilisation de sections de microarrays de tissus de contrôle réduit

le temps passé à la détermination de contrôles appropriés lorsque de nouveaux anticorps

doivent être testés; cette information cruciale n’est pas toujours disponible auprès des

fabricants, la majorité des anticorps étant officiellement vendus comme outils de recherche

et non de diagnostic.

En revanche, l’utilisation de microarrays de tissus de patients à des fins autres que

de recherche nous semble risquée. Car si les risques d’un échantillonnage incomplet, d’une

perte d’échantillon(s) et/ou d’une contamination inter-cas plus fréquentes peuvent être

compensés par un devis de recherche adéquat, ils ne peuvent être complètement éliminés —

ce qui devient inacceptable dans un contexte de diagnostic ou de suivi de traitement.



ANNEXE IV

IMMUNOHISTOCHIMIE (IHC)

Dilution de travail des anticorps primaires

Les anticorps primaires sont dilués à l’aide d’un tampon commercial (Antibody

Diluting Buffer, Dakocytomation, Mississauga, ON) ces solutions sont conservées à 4°C

jusqu’à leur utilisation.

Préparation des lames

Les coupes de tissu congelé conservées au réfrigérateur doivent être sorties

plusieurs minutes avant le début de la technique (environ 30 mm, pour faire disparaître

toute condensation); elles sont ensuite fixées à l’acétone froid (10 mm), puis laissées à l’air

ambient pour sécher.

Les coupes de tissus fixés/enrobés en paraffine, conservées à température de la

pièce, sont placées dans un séchoir à air chaud (environ 24 h, pour éliminer toute humidité

et maximiser l’adhésion des coupes aux lames). Les coupes sont déparaffinées grâce à des

bains successifs de toluène (3), d’ETOH 100% (2) et d’ETOH 95% (1) d’une durée de 5 min

chacun. Les lames sont rincées à l’eau courante (5 mm). Si une technique de peroxydase

indirecte est envisagée, les coupes sont traitées au H202 3% (10 min pour bloquer la PERe),

puis rincées à l’eau courante (5 mm); si une technique de phosphatase indirecte est prévue,

du levamisole sera plutôt ajouté à la solution du chromogène en fin de technique.

Pré-traitement au micro-ondes

Certains épitopes ciblés par des anticorps primaires semblent être partiellement ou

totalement masqués au cours du processus de fixationld’inclusion en paraffine des tissus. Le

protocole suivant vise leur démasquage par la chaleur en milieu légèrement acide (CHUM,

méthode standard)

1- Les coupes sont placées, sous l’eau courante, dans un portoir de plastique de 25 places,

les places vides étant au besoin comblées par des lames vierges;

2- 1000 ml de tampon citrate (pH 6) sont portés à ébullition au four micro-ondes (intensité

maximale, 9 mm) dans un presto fermé;
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3- Les coupes sont immergées dans le presto; l’ensemble est remis au four micro-ondes

(puissance maximale, 4 mm);

4- Lorsque la pression interne a chuté, le presto est ouvert; les coupes y demeurent pour 15

min avant d’être doucement submergées dans un bain d’eau courante froide (5 mm).

Technique de pré-traitement par digestion enzymatique

Le démasquage de certains épitopes nécessite une digestion enzymatique partielle.

Le protocole suivant utilise la pronase (CHUM, méthode standard)

1- Les coupes sont incubées pour 10 min dans une solution de pronase (Sigma Chemical

Co., St-Louis, MO) maintenue à 37°C dans une étuve de comptoir (LabLine Jmperial II

Incubator, Lab Line Instruments Inc., Meirose Park, IL);

2- Les lames sont rincées à l’eau courante (5 mm).

Immunohistochimie indirecte employant la peroxydase du raifort

(HRP) ou la phosphatase alcaline (marquage simple)

Il est essentiel que les lames ne sèchent à aucun moment de la technique décrite ci-dessous

(protocole standard au CHUM)

1- Pendant que les lames sont encore dans l’eau, avec un crayon conçu à cet effet

(Dakocytomation, Mississauga, ON), encercler les pièces (le cerne retient les solutions

appliquées au niveau des tissus);

2- Rincer au PBS avec du Tween 20 (5 mm);

3- Essuyer les lames une à une sur les côtés et le dessous avant d’y déposer la solution de

«protein blocking» (Universal Blocking Solution, Dakocytomation, Mississauga, ON).

Laisser incuber pour 5 min. Cette solution contribue à encombrer d’éventuels sites de

liaison non spécifiques des anticorps primaires dans les tissus;

4- Verser l’excédent de sérum des lames et y déposer l’anticorps primaire (NE PAS rincer

au PBS préalablement). Incubation de 1 heure (dans une boîte couverte, les lames ne

devant pas sécher);

5- Rincer au PBS avec du Tween 20 (5 mm);

6- Incubation avec lets) réactif(s) secondaire/tertiaire utilisé(s) suivant les directives du

fabricant (kits HRP Envision ou LSAB2, kit AP L$AB+; Dakocytomation,

Mississauga, ON) variant de 30 à 40 mm;
7- Rincer au PBS avec du Tween 20 (5 mm);
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8- Incubation des coupes avec un chromogène approprié pour le marquage à la peroxydase

ou à la phosphatase alcaline pour une durée variant de 3 à 7 min suivant les tissus, les

antigènes et le chromogène considérés;

9- Rincer à l’eau courante (10 mm).

N.B. Le Tween 20 est un détergent (Dako Tween 20 Reagent, Dakocytomation,

Mississauga, ON; utilisé selon les directives du fabricant); il favorise un étalement plus

uniforme des solutions sur les tissus.

Contre-coloration

Avec les marquages d’IHC simples, nous avons opté pour une contre-coloration

standard à l’hématoxyline de Harris. Le safran a été utilisé avec certains doubles-

marquages.

Immunohistochimie indirecte employant la peroxydase du raifort

et la phosphatase alcaline

Nous avons effectué du double marquage à l’aide d’un kit commercial prévu à cet

effet; nous avons aussi mis au point une technique adaptée aux protocoles d’IHC utilisés

localement (CHUM). Dans les deux cas, les résultats étaient de meilleure qualité lorsque les

deux anticorps utilisés ne nécessitaient aucun pré-traitement sur coupes de tissu en

paraffine (minimiser l’altération des tissus, déjà accrue par la multiplication des traitements,

se traduisant par le décollement accru des tissus et l’intensification du bruit de fond).

Kit commercial

Le kit commercial Histostain-DS (Zymed, San Francisco, CA) permet un double

marquage violet — rouge grâce aux chromogènes BCIP/NBT (HRP) et AEC (PA). Le

produit a été utilisé conformément aux directives du fabricant, avec une durée d’incubation

de 1 h avec les anticorps primaires. L’inclusion de contrôles marqués «simplement» est

essentielle pour juger de la spécificité de la technique (ajustement des dilutions usuelles

souvent nécessaire).
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Technique de double-marquage personnelle adaptée aux protocoles

d’immunohistochimie standards du CHUM

Nous nous sommes basés sur les protocoles standard hospitalier pour développer

une méthode qui pourrait être facilment réalisée en clinique, en deux temps. Elle ne

nécessite pas de mise au point additionnelle quand les deux anticorps employés ne

demandent pas de pré-traitements. Dans un premier temps, la technique d’IHC décrite

précédemment est réalisée en HRP - DAB (Sigma Chemical Co., St-Louis, MO). Les lames

sont maintenues dans l’eau si le second marquage est effectué immédiatement, ce qui est

idéal. Cependant, les lames peuvent aussi être montées de façon standard (au

toluène/xylène, voir plus loin) pour être «démontées» — même des mois plus tard — pour

effectuer la deuxième étape de la technique. Le montage avec film pré-encollé facilite cette

démarche (décollement aisé du film avec un mélange d’acétone et de toluène de courte

durée).

Dans un deuxième temps, la technique d’IHC est reprise, mais en PA - Vector Blue

(Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA), en PA - BCJP/NBT (Zymed) ou en PA — Fast

Red (Dakocytomation, Carpinteria, CA). Elle est précédée de bains de 15 sec de toluène

(2), d’ETOH 100% (1) et d’ETOH 95% (1) si les coupes ont été montées de manière

standard et démontées avant le second marquage. Le Vector Blue a été utilisé

conformément aux directives du fabricant, à une exception près : le temps d’incubation a dû

être réduit, du 20-3 0 min suggéré, à 6 min. L’ajout de levamisole aux solutions de

chromogènes minimise, au besoin, le bruit de fond associé à la PAe; aucun de nos tissus

mammaires fixés et enrobés en paraffine ne démontraient une activité problématique

(coupes testées avec du BCIP/NBT encore négatives après 15 minutes). Le temps

d’incubation est de 10-12 minutes avec le BCIP/NBT. Parce que le BCIP/NBT permet un

montage standard, les tissus pouvaient être contre-colorés au safran. La robustesse des

précipités de BCIP/NBT nous l’ont aussi fait préférer au Vector Blue et au fast Red pour la

réalisation de doubles-marquages sur spécimens rares.
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Montage des lames

Montage standard (au toluène!xylène)

Ce type de montage est compatible avec les chromogènes DAB et BCIP/NBT. Les

lames sont rincées dans des bains successifs d’ETOH 100% (2) et de toluène (2). Une

goutte de colle soluble au xylène et une lamelle de verre sont déposées manuellement sur le

tissu, à moins d’utiliser un appareil de montage à film pré-encollé (Tissue-Tek, Sakura

finetek U.S.A. Inc., Torrance, CA).

Montage en mïlïeu aqueux

Ce type de montage est requis pour les chromogènes AEC, fast Red et Vector Blue

(leurs précipités sont solubles au toluène/xylène). Une goutte de milieu de montage aqueux

(Crystal/Mount, Biomeda Corp., Foster City, CA) est déposée sur le tissu des lames

préalablement rincées à l’eau courante et recouverte d’une lamelle de verre (la lamelle

améliore la qualité des photographies). Les précipités de ces chromogènes ont le défaut

d’être rapidement dégradés par la lumière.



ANNEXE V

MICRODISSECTION PAR CAPTURE AU LASER SUR LE PIXCELL II

D’ARCTURUS (POUR ÉTUDE D’EXPRESSION)

Les protocoles décrits dans cette Annexe sont largement basés sur des protocoles

développés par le Dr Claire Landry (Département d’immunologie, Université de Montréal)

sur le PixCell II d’Arcturus (Mountain View, CA).

Préparation des échantillons

Qualité des échantillons

Dans le cadre de nos travaux, le matériel microdisséqué devait faire l’objet d’une

analyse d’expression; de nombreuses mesures ont donc été observées, dès la collecte des

échantillons, pour limiter la dégradation de l’ARN des tissus d’intérêt. Ces mesures

incluaient l’observation de conditions de travail dites «RNAses-free» (RF), soit de

conditions qui limitent l’introduction d’enzymes qui digèrent l’ARN (ex. le port de gants en

tout temps, l’utilisation de solutions, réactifs et équipements neufs ou identifiés «RF», etc.),

ainsi que le maintien au sec et à basses températures des échantillons (échantillons de petite

taille, congelés par snap-freezing, conservés à —80°C et transportés sur glace sèche si

nécessaire).

Coupe des échantillons

Les tissus congelés ont été coupés au cryostat en conditions RF. À cause de son

important contenu en graisse, le tissu mammaire est particulièrement friable; or, les coupes

devaient présenter le moins de plis possible, ceux-ci nuisant considérablement à la

microdissection par capture au laser (les plis accroissent la distance entre le film

thermoplastique et le tissu). Nos tissus ont été coupés à —27°C et à 5tm. À cette épaisseur,

les coupes s’effritaient peu et leurs petits replis inévitables avaient moins d’impact sur la

microdissection (repli accroissant la distance tissulfilm à 15 jim au lieu de 21 jim, lorsque les

coupes ont 7im d’épaisseur). Les coupes ont été récupérées sur des lames de verre non

chargées (Bloodsmear Siides, Surgipath, Winnipeg, MAN), une trop forte adhérence des

tissus aux lames n’étant pas souhaitable. Les lames ont été placées dos à dos et enveloppées

de papier aluminium pour être entreposées à —80°C (tissus contre la face brillante).
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Protocole pré-microdissection

Au moment d’être microdisséquées, les lames gardées sur glace sèche étaient

déballées et préparées en conditions RF, selon la technique ci-dessous, pour être utilisées

une à une:

30 sec Dégel contre le dos de la main
30 sec ETOH 70%
30 sec eau nanopure
30 sec Hématoxyline 50% (dans dH2O RF)
30 sec eau nanopure (changée après chaque lame)
30 sec ETOH 70%
30sec ETOH95%
30 sec ETOH 100% (neuf à chaque fois)
5 min Xylène
5 min Xylène
20 min Séchage à l’air libre

Microdissection par capture au laser

L’appareil PixCell II de Arcturus est illustré à la figure 40. Le microscope équipé

d’un laser est relié à un ordinateur équipé du logiciel Arcturus 2000 (non montré), ainsi qu’à

un module de contrôle du laser. L’ordinateur et le logiciel Arcturus 2000 servent d’interface

de travail, permettant la sauvegarde des informations numériques et visuelles propres à

chaque séance.

Brièvement, la coupe à microdisséquer était solidement maintenue sur la platine du

microscope par aspiration. Le capuchon avec film thermoplastique (Capsure, Arcturus,

Mountain View, CA) y était déposé à l’aide d’un bras mécanique. Le diamètre, l’intensité et

la durée du faisceau laser étaient adaptés aux variations de la position du film

thermoplastique par rapport à la surface du tissu. Une fois les cellules enrobées par le film,

le capuchon était soulevé à la verticale avec le bras mécanique; le repositionnement du

capuchon sur une lame de verre vierge permettait d’examiner le résultat de la capture, mais

aussi d’inspecter le film au cours des nettoyages subséquents du matériel prélevé. Le

nettoyage du matériel microdisséqué à l’aide de papiers PostItTM (3M, St.-Paul, MN) -

recommandé par le Dr Claire Landry - a permis d’augmenter considérablement le degré de

pureté de nos échantillons. Cette précision n’est pas triviale, l’élimination des débris

indésirables se faisant toujours au risque de perdre le matériel d’intérêt (fragilité du film

thermoplastique, perte de cellules ciblées incomplètement enrobées).
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Figure 40 Microdissection sur le PixCell Il

Le principal obstacle rencontré était une distance film-tissu excessive causée par

l’humidité, la présence de plis dans la coupe, ou par la dénivellation du film en périphérie

des capuchons (figure 41).

PixCeil Slide Dissection Data

Instrument Serial Number: 0481
Slide Number: test NAR4
Cap Lot Number: standard
Slide Notes: lame hémato coupes HSJ CR
Sample Thickness: 5,OOlJm
Laser Spot Size: 3Opm
Pulse Power: 45mW
Pulse Width: 0,6ms
Threshold Voltage: 270mV
Total Pulses: 140

t’
L.

SI

0
E ==—

Appareil PixCell II (Arcturus) et exemples de documentation permise par le système.

Figure 41 Manifestations d’une distance film-tissu excessive en microdissection

À gauche : aucun matériel au bout de longs entonnoirs, le film figeant sans enrober les cellules visées

(flèche), bOX; à droite : perte au nettoyage de cellules capturées au bord des capuchons, les cellules y étant

incomplètement emprisonnées à cause de dénivellations locales du film (flèche pleine), ou emportées lors de

déchirements, même minimes, du film (flèche vide), 40X.



ANNEXE VI

TECHNIQUES DE BIOLOGIE MOLÉCULAIRE

Tel que mentionné dans la section Matériel et méthodes, la plupart des techniques

décrites dans cette annexe résultent de notre adaptation de protocoles développés par le Dr

Claire Landry ou fournis par les fabricants des réactifs utilisés.

Réaction de transcription inverse (RT)

Le protocole suivant permet l’extraction de l’ARN total d’échantillons de moins de

5000 cellules/équ-cell. Il fait appel au kit Sensiscript Reverse Transcriptase de Qiagen

(Valencia, CA). Un tube témoin contenant de l’eau RF était inclus pour chaque

manipulation (contrôle de qualité de la technique de RT à l’étape de PCR). Après une

incubation de 60 min à 37°C, les ADNc (ou l’eau RT) sont gardés sur glace pour procéder

immédiatement à l’étape de PCR - ou rangés à —80°C.

Tableau XX Composition du mélange de RT

plltube

Eau RF 7,1

Tampon 1 OX (Sensiscript Reverse Transcriptase Buffer, Qiagen) 2

Solution de déoxynucléotides, 5mM (Qiagen) 2

RNAsine*, 1OU/pl (Amersham Pharmacia Biotech Inc., Arlington Heights, IL) I

Amorce poly-T, 5OiM (AIphaDNA, Montréal, QC) 0,4

Enzyme Sensiscript Reverse Transcriptase (Qiagen) I

Volume total de RT 20

Volume du mélange de RT 13,5

Volume d’ARN ou d’eau RF 6,5

* La RNAsine, obtenue commercialement à 30 U/pl, est dilué à l’aide de tampon iX, lui-même dilué avec de

l’eau RF.
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Réaction de polymérase en chaîne (PCR)

Nos PCR ont été réalisées à l’aide du kit Taq DNA Polymerase dInvitrogen

(Burlington, ON), sur un appareil Biometra T3 Thermocycler (Biometra, Gôttingen,

Allemagne). Un contrôle positif (ADNc de coupes de peau) et un contrôle négatif (eau de

l’étape de RT) étaient inclus pour chaque manipulation, ainsi qu’un contrôle de spécificité

de microdissection (type cellulaire réagissant pour la cible-contrôle mais non pour l’entité à

l’étude).

Tel que mentionné dans le corps de la thèse, nous avons ciblé les ADN

complémentaires de la KRT14, de la 132M et de la yACT. Le Tableau XXI détaille la

composition de notre mélange standard de PCR. Nous avons élaboré de novo les amorces

utilisées pour cibler l’ADNc de KRTY4 de nos échantillons; pour ce faire, nous avons

consulté le site internet http ://www.ncbi.nlm.nih.gov/LocusLink et fait appel à deux

logiciels: le Gene Runner version 3.05 (Hastings Software Inc., Hastings, NY) et le

BioEdit Sequence Alignment Editor version 5.0.9487 pour Windows 9$ (Microsoft

Corporation, Redmond, WA). Le Tableau XXII détaille les conditions de nos PCR sur le

Biometra T3 Thermocycler.

Tableau XXI Composition du mélange de base de PCR

plltu be

Eau RF 8,625

Tampon 1OX (Taq DNA Polymerase Buffer, Invitrogen) 2,5

MgCI2, 5OmM (Qiagen) 0,75

Solution de déoxynucléotides, 5mM (Qiagen) 2

Amorce sens, 2OpM (Alpha-DNA) 1

Amorce anti-sens, 2OpM (Alpha-DNA) 1

Enzyme Taq DNA Polymerase (Invitrogen) I

Volume total de PCR 25

Volume du mélange de PCR 15

Volume d’ADNc ou d’eau RT 2

Volume d’eau RF (réduit de 1 ,25pl si ajout de DMSO 100%) 8

N.B. Toutes les amorces ont été synthétisées par Alpha-DNA (Montréal, QC) sauf celles pour la 2M (Gibco

BRL/I nvitrogen, Gaithersburg, MD).
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Tableau XXII Conditions et produits de PCR

Cibles Mélange Conditions de PCR Caractéristiques du produit
utilisé

KRTI4 Standard 94°C, 4 mm; amplification sur 42 trans-exonique de 295pb
cycles: 94°C, lmini56°C, lmin/ (positions 1340 à 1634 du transcrit du
72°C, imin; extension finale: gène KRTI4)
72°C, 15 mm; attente à 4°C

2M Standard 94°C, 4 mm; amplification sur 42 trans-exonique de 409pb
cycles: 94°C, 1 mini57°C, 1 min/ (positions du transcrit du gène B2M)
72°C, imin; extension finale:
72°C, 15 mm; attente à 4°C

yACT Standard 94°C, 4 mm; amplification sur 42 trans-exonique de 612pb
cycles: 94°C, lmin/ 72°C, imin; (positions 181 à 792 du transcrit du gène
extension finale: 72°C, 10 mm; ACTG1)
attente à 4°C
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Figure 42 Résultats dans nos contrôles positifs d’immunohistochimie (première partie)
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Figure 42 Résultats dans nos contrôles positifs dimmunohistochimie (deuxième partie)
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O SOMMAIRE D’ANALYSE DES VARIATIONS COMPARTIMENTALES

DE L’IMMUNOPHÉNOTYPE MYOÉPITHÉLIAL DANS LE SEIN

NORMAL

Les données d’IHC analysées dans cette annexe sont présentées aux Figures 13 à 15

et aux Tableaux XIV et XV de la section Résultats; elles sont schématisées au Tableau

XVIII de la discussion.

67LR

Le 67LR est un récepteur homo-dimérique des laminines; il est assemblé dans le

cytoplasme, puis acheminé à la membrane cellulaire. Il s’associe à certaines intégrines, mais

ne présente pas d’homologies avec elles. La démonstration d’un lien physique entre le 67LR

et l’intégrine Œ6f34 suggère qu’il agit comme stabilisateur de la liaison de cette intégrine aux

lamjnines142’233’234; sa contribution à la formation des hémidesmosomes a été soulevée. Une

corrélation positive semble exister entre l’expression de 67LR et la différenciation

cellulaire; un sous-groupe de carcinomes mammaires indifférenciés surexprirnent

cependant le 67LR. Couplée à la surexpression de laminines, elle devient en fait un facteur

de pronostic particulièrement défavorable142233’234. La distribution de 67LR immunoréactif

n’a pas encore été décrite dans le sein foetal; selon la littérature, elle est principalement

myoépithéliale dans l’épithélium du sein adulte normal.

D’après nos données d’IHC, les cellules épithéliales basales du sein foetal sont

négatives pour le 67LR. Dans le sein adulte normal, l’intensité du marquage pour le 67LR

décroît distalement; les réactions sont tantôt cytoplasmiques, tantôt membranaires

(polarisation basale fréquente) dans les CMEM de CE et de TDLU.

Par conséquent une stabilisation de liens <dntégrines — laminines» par le 67LR semble peu

probable dans le sein foetal; le 67LR pourrait par contre stabiliser de telles associations

dans le sein adulte. D’après le gradient d’intensité observé pour le 67LR chez l’adulte, les

CMEM des TDLU pourraient démontrer un potentiel prolifératif plus élevé et un degré de

différenciation moindre que les CMEM de CE.
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Sous-unités d7ntégrines cr6, fil et fi4

Les intégrines sont des récepteurs hétéro-dimériques de laminines. La nature exacte

de leurs sous-unités Œ et f3 leur confère des propriétés distinctes488. Les intégrines Œ6f31 et

Œ6f34 participent à l’établissement et au maintien d’interactions épithélio-stromales cruciales

de façon similaire mais distincte 4$949O; leurs implications diffèrent, notamment, vis-à-vis

de l’acquisition de résistance cellulaire à l’apoptose50’392’49’ et de la formationlmaturation

des hémidesmosomes40. Une corrélation positive existe entre l’expression de l’a6, la f31 et la

f34 et la différenciation cellulaire; les phénomènes de prolifération physiologique et

pathologique entraînent plutôt une baisse de leur expression237. Leurs niveaux d’expression

sont toutefois maintenus ou accrus dans les cellules de certains carcinomes de haut grade492.

Dans le sein, les surexpressions d’Œ6, de f31 et/ou de f34 sont associées à de mauvais

pronostics, en particulier lorsqu’elles coïncident avec une production de laminines par les

cellules cancéreuses’27”37”79’236; ce comportement plus agressif résulte possiblement de ce

que l’intégrine Œ6f34 peut favoriser l’immobilisation cellulaire lorsque couplée à des FI,

mais favoriser la migration cellulaire lorqu’associée au réseau actinien du

cytosquelette493’494. La distribution mammaire de ces trois sous-unités a été étudiée par IHC

chez le foetus humain, mais dans les cellules basales de structures correspondant plus

vraisemblablement à des mamelons immatures qu’à des glandes mammaires foetales’73.

Elles sont toutes trois présentes dans l’épithélium du sein adulte au repos’27”37”79’218 (Œ6 et

f31: distribution préférentiellement myoépithéliale; f34: distribution presque exclusivement

myoépithéliale).

Les cellules basales de nos spécimens de sein foetal sont extensivement positives

pour l’Œ6, la f31 et la f34, l’intensité de la réaction pour la f31 chutant à peine dans certaines

ePS. Le compartiment central du BP et des P5 n’est que peu ou pas marqué. Dans le sein

adulte normal au repos, l’intensité des marquages obtenus pour ces trois sous-unités

d’intégrine décroît distalement, plus spécialement dans de petits éléments de TDLU

dépourvus de lumières. La polarisation basale du marquage est plus nette au niveau des CE

de la glande.

Par conséquent : la majorité des cellules basales du sein foetal présenteraient un fort

potentiel de liaison à l’ECM. Selon nos données, en fonction de la littérature, ces cellules
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foetales (hormis certaines cellules basales d’ePS) seraient plus activement impliquées dans

un processus de différenciation que de prolifération. Dans le sein adulte, les CMEM de CE,

de CT et d’acini aux lumières bien définies seraient relativement bien différenciées ou en

voie de l’être; en revanche, les cellules moins différenciées de petites structures solides de

TDLU pourraient être engagées dans un processus de prolifération cellulaire. La

distribution préférentiellement myoépithéliale de ces marquages et la polarisation basale

des réactions refléteraient l’implication de l’Œ6, de la f31 et de la f34 dans la formation

d’adhésions cellule-ECM — et possiblement d’hémidesmosomes — dans le sein adulte

comme dans le sein foetal.

CDIO

Le CD1O (CALLA) est une endopeptidase transmembranaire; par son domaine

catalytique extra-cellulaire, il active ou initie la dégradation de messagers peptidiques (ex.

inactivation de l’oxytocine). D’abord décrit à la surface de progéniteurs lymphoïdes, le

CD1O est exprimé par d’autres types cellulaires264, notamment par la CMEM humaine265.

Avant nos travaux’72, la distribution du CD1O n’avait pas été décrite dans le sein foetal.

Dans le sein adulte normal, sa distribution est exclusivement myoépithéliale131’298. Le CD1O

est typiquement distribué le long des membranes apico-latérales des CMEM238, d’où

l’hypothèse qu’il participe à l’élaboration d’un filtre physiologique entre les compartiments

luminaux et myoépithéliaux du sein normal495. L’expression de CD1O est

vraisemblablement associée à la modulation de la croissance et de la différenciation

épithéliale, mais les impacts de son expression et leurs mécanismes restent incertains. La

culture de cellules CD 1 O(+) du sein adulte, isolées par FACS357’358, confirme que certaines

d’entre elles sont aptes à proliférer238.

D’après nos données d’IHC, les cellules basales des P5 foetales sont positives pour

le CD1O; l’intensité du marquage décroît légèrement à l’extrémité de certaines ePS. Les

cellules des BP ne sont pas marquées, à l’exception des agglomérations de cellules supra

basales retrouvées à l’origine des PS. La majorité des CMEM des CE et TDLU du sein

adulte normal au repos sont uniformément positives pour le CD 10; ce marquage est peu

perceptible, par contre, dans de petits éléments de TDLU dépourvus de lumières.
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Par conséquent: les cellules du sein foetal qui se retrouvent en position basale amorceraient

rapidement la création d’un filtre physiologique les séparant du compartiment épithélial

central. Contrairement aux cellules centrales de P3 et de PS, les cellules supra-basales

agglomérées à l’origine de PS, dans le BP, sont CD1O(+); il se peut donc que le CD1O soit

utilisé dans différents contextes nécessitant l’établissement de filtres physiologiques. Le

marquage uniforme observé dans le sein adulte suggère qu’un filtre physiologique continu

sépare les CLUM et CMEM dans les CE et TDLU du sein adulte normal — à l’exception de

quelques foyers distaux. Dans les TDLU de l’adulte et les ePS foetales, des disparitions

focales du marquage refléteraient une perte fonctionnelle - et non seulement morphologique

- de la distinction entre les compartiments central et basal de l’épithélium du sein adulte

normal au repos. Étant précocement mais non exclusivement retrouvé dans les cellules

basales du sein foetal, le CD1O serait dès lors un marqueur de comportement plutôt que de

type cellulaire.

CD44v6

Le CD44 est un récepteur de l’acide hyaluronique; les CD44v, des variantes plus

longues de cette protéine trans-membranaire, résultent d’une conservation d’exons

autrement éliminés à l’épissage496. L’appellation «CD44v6» désigne l’ensemble des

variantes du CD44 qui conservent l’exon v6; à l’instar des autres exons variants, l’exon v6

encode une portion de domaine extra-cellulaire excédentaire qui confère des propriétés

légèrement distinctes au récepteur. Le CD44 et ses variantes sont impliqués dans les

phénomènes de lymphopoïèse, d’activation et de migration dirigée des lymphocytes. Peu

comprises en dehors du système hématopoïétique, leurs fonctions impliqueraient souvent la

perte de leur domaine extra-cellulaire (phénomène de shedding207). Les carcinomes de haut

grade de différents organes surexpriment fréquemment le CD44v6; dans le sein, le CD44v6

a d’ailleurs été envisagé comme marqueur de pronostic défavorable239’240’436. Cette avenue a

été délaissée, cet antigène étant retrouvé — bien que de façon hétérogène — dans le sein

normal496. Une corrélation positive existe entre l’expression de CD44v6 et la prolifération

épithéliale physiologique; la différenciation cellulaire occasionne des modulations de cette

expression497. La distribution du CD44v6 immunoréactif n’a pas été décrite dans le sein

foetal. Selon la littérature, elle est surtout myoépithéliale et peu uniforme dans l’épithélium

du sein adulte normal au repos.
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Certaines cellules basales de nos spécimens de sein foetal réagissent pour le

CD44v6 : cette réaction est plus faible dans les cellules basales que dans les cellules

centrales et supra-basales des BP. Elle devient peu perceptible à nulle dans les PS. Dans le

sein adulte normal, le marquage pour le CD44v6 est imperceptible à nul dans la plupart des

CMEM; de rares CMEM de TDLU affichent un cytoplasme et des membranes faiblement

positives.

Par conséquent : les cellules supra-basales agglomérées à l’origine des P5 présenteraient un

potentiel prolifératif supérieur à celui de la plupart des cellules épithéliales du sein foetal; le

potentiel prolifératif de ces dernières ne serait pas nul. Des mécanismes utilisés par les

cellules du système de défense seraient exploités par les structures mammaires foetales et

adultes au moment de leur croissance. Il n’existe pas encore d’anticorps spécifiques pour les

différents CD44 porteurs de l’exon v6; ceux-ci faciliteraient l’analyse de leurs distributions

et fonctions respectives au niveau manmiaire.

KRTI4

La KRT14 est une kératine acide de bas poids moléculaire (5OkD). Sa distribution

physiologique semble strictement épithéliale (ce qui n’est pas le cas pour les kératines 8, 1$

et 19, par exemple306’335). La synthèse de KRT14 est associée au phénomène de

stratification épithéliale277’308’331’498. La nature de cette association reste toutefois incertaine

(cause ou effet); en effet, la KRT14 est focalement absente de cellules basales d’épithéliums

complexes et parfois exprimée par des cellules non basales de ces mêmes épithéliums (ex.

dans les poils107). Sa production serait modulée au niveau traductionnel. Cette composante

cytoplasmique des hémidesmosomes se lie à la queue cytoplasmique de la 4. Les raisons

de son expression par des cellules épithéliales non basales, même en l’absence de lésions

évidentes, demeurent obscures. La KRT14 a été ciblée par IHC sur des coupes de tissus

foetaux humains par une équipe de recherche, mais dans des structures correspondant plus

vraisemblablement à des mamelons immatures qu’à des glandes mammaires foetales

humaines169 (cette remarque et nos résultats préliminaires concernant la distribution foetale

mammaire de KRT14 immunoréactive ont fait l’objet d’une publication’72). Dans le sein

adulte au repos, la distribution de la KRT14 est décrite comme presque exclusivement

myoépithéliale (réaction occasionnelle de CLUM) mais hétérogène; la majorité des cellules

de la plupart des carcinomes du sein sont négatives pour cette kératine1. Des cellules
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cancéreuses KRT 14+ seraient par contre présentes dans une proportion non négligeable de

carcinomes aux pronostics peu favorables (9% à 18% de tous les carcinomes infiltrants et

plus de 50% de ceux qui sont négatifs pour les récepteurs oestrogéniques201’242).

Dans nos spécimens de sein foetal, les cellules centrales des tPS réagissent

fortement pour la KRT14 (réaction pan-cytoplasmique aussi observée dans les cellules

supra-basales de BP agglomérées à l’origine de P5). L’intensité du marquage chute au

niveau de la jonction tPS-ePS, les cellules centrales et basales d’ePS présentant un

cytoplasme à peine positif ou négatif. Dans les CMEM du sein adulte au repos, l’intensité

du marquage pour la KRT14 chute distalement. La réaction est peu perceptible à nulle dans

les acini de la majorité des TDLU. Les portions distales du sein renferment davantage de

cellules non basales isolées fortement positives pour la KRT14.

Par conséquent: les cellules agglomérées à l’origine des P5, les cellules centrales de tPS et

les cellules basales de tPS foetales seraient capables de stratification; certaines cellules

d’ePS seraient en voie d’acquérir cette capacité. La polarisation de la réaction suggère une

association de ce programme à un processus de différenciation dans le cas des cellules

basales de tPS et de certaines cellules d’ePS. Une distribution pan-cytoplasmique de KRT14

identifierait plutôt des cellules capables de tolérer une superposition cellulaire sans être

engagées dans un programme de différenciation épithéliale basale. Chez l’adulte, les

CMEM de CE posséderaient une capacité de stratification, étant visiblement engagées dans

un programme de différenciation basale; les CMEM de TDLU semblent fonctioimellement

distinctes à ce niveau. Parce que des CMEM de TDLU négatives pour la KRT14 font partie

de structures épithéliales clairement bi-couches, la présence de KRT14 imrnunoréactive

serait un effet mais non la cause de la stratification physiologique de cellules épithéliales

(contextes physiologiques impliquant la stratification de cellules épithéliales négatives pour

la KRT14).

KRTI7

La KRT17 est une kératine acide de bas poids moléculaire (46kD). Sa distribution

semble strictement épithéliale (voir la remarque concernant la KRT14, ci-dessus). Elle est

C exprimée par les cellules d’épithéliums simples et les cellules basales des épithéliums

stratifiés305 - dont celui du sein. L’expression de KRT17 reflète une capacité de
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prolifération cellulaire épithéliale33”498 que le marqueur de prolifération Ki67 ne révèle

parfois pas’32’499. La nature de l’association entre l’expression de KRT17 et la prolifération

cellulaire (cause ou effet) reste incertaine. Dans le sein adulte au repos, par 11TC, sa

distribution principalement myoépithéliale est à peine moins étendue que celle de la

KRT14’25”32’305. La signification de sa présence dans de rares CLUM (phénomène plus

fréquent dans les portions distales de la glande’26) n’est pas connue. Un plus grand nombre

de carcinomes réagissent plus extensivement pour la KRT17 que pour la KRT14 (ex. 31%

de carcinomes invasifs positifs pour la KRT17 versus 9% pour la KRTY4’32). Ces cellules

cancéreuses positives pour la KRT17 seraient plus souvent observées à la périphérie qu’au

centre des fronts d’invasion de carcinomes de formes communes125. La distribution de la

KRT17 n’avait pas été décrite dans le sein foetal avant nos travaux’72.

Les cellules centrales et basales des tPS sont extensivement positives pour la

KRT17 (tout con-m-ie celles des BP); les cellules des ePS ne sont que peu ou pas positives

pour cette kératine. Dans le sein adulte normal, la distribution de la kRT17 immunoréactive

est strictement myoépithéliale et plus strictement limitée aux CE et CT que celle de la

KRT 14.

Par conséquent: la majorité des cellules des tPS — et des BP — du sein foetal et des CMEM

de CE et de CT du sein adulte normal présenteraient un potentiel de prolifération non nul.

WM

La VIM est un FI qui présente une distribution corporelle très vaste, sans pourtant

être ubiquitaire. Initialement perçue comme un marqueur mésenchymateux, la VIM est en

fait exprimée de manière précoce et transitoire pendant la différenciation des cellules

épithéliales277. De ce fait, une coexpression de VIM et de kératines signale une

conservation de potentiel prolifératif (c’est-à-dire l’adoption d’un état de différenciation non

terminale). La coexpression de VIM et de kératines basales est pourtant retrouvée chez des

cellules épithéliales considérées comme terminalement différenciées : les CME. Sa

contribution à l’architecture cellulaire semble très complexe. Li, Tolstonog et

coll.5°°’501’502’503’504 ont récemment démontré que la VIM peut se lier à des composantes de

la matrice nucléaire et à des séquences précises du génôme. Ce FI participerait ainsi à des

processus de réplication, de transcription, de recombinaison et de réparation d’ADN. Tel



xxvUi

que mentionné pour la KRTÏ4, la VIM a été ciblée par IHC sur des coupes de tissus

foetaux humains par une équipe de recherche, mais dans des structures correspondant plus

vraisemblablement à des mamelons immatures qu’à des glandes mammaires foetales

humaines’69 (nos résultats préliminaires concernant la distribution foetale mammaire de

VIM immunoréactive ont fait l’objet d’une publication’72). Dans le sein adulte normal, la

distribution épithéliale de la VIM est principalement myoépithéliale (nombre restreint mais

constant de cellules non basales fortement positives). En IHC, les CMEM sont typiquement

difficiles à distinguer des cellules stromales mammaires fortement marquées1.

Dans le sein foetal, le cytoplasme péri-nucléaire des cellules basales de PS est

fortement positif pour la VIM; la réaction est légèrement plus prononcée dans les eP$ que

dans les tPS. Les cellules centrales des PS sont faiblement marquées. La plupart des

cellules des BP sont négatives pour la VIM, à l’exception de rares cellules isolées (réaction

pan-cytoplasmique forte impliquant des cellules supra-basales et centrales allongées); les

noyaux de cellules situées à l’origine de PS naissantes sont modérément marqués, comme

ceux des progéniteurs épidermiques retrouvés dans les renflements de poils environnants.

Dans le sein adulte, les CMEM de CE réagissent moins souvent et moins fortement pour la

VIM que les CMEM de TDLU. L’intensité du marquage présente des variations inter- et

intra-TDLU. Des cellules non basales isolées sont fortement marquées; elles sont plus

nombreuses dans les portions distales de la glande.

Par conséquent: les portions distales du sein foetal et du sein adulte au repos

comporteraient une forte proportion de cellules non terminalement différenciées, ce que

semble d’ailleurs confirmer nos résultats d’IHC pour le Ki67.

aSMA

Cette isoforme de l’actine du muscle lisse est notamment exprimée par les cellules

de muscle lisse, les péricytes, les myofibroblastes et les CME de divers organes. Dans

l’épithélium mammaire, son expression exclusivement myoépithéliale est à l’origine de

l’attribution d’un rôle de «contraction pendant la lactation» à la CMEM. Les débats

entourant cette fonction ont été mentionnés dans l’introduction. L’Œ$MA peut être localisée

dans les cellules basales du sein foetal et ce, dès le deuxième trimestre gestationnel’63. Dans

l’épithélium du sein adulte au repos, l’Œ$MA peut être localisée par IHC dans la majorité
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des CMEM des CE et TDLU du sein adulte au repos. Certaines CMEM (identifiées par MO

et IHC à l’aide de batteries anti-CMEM) ne réagiraient par contre pas avec ce

marqueur282’505.

Dans la région mammaire foetale, la distribution épithéliale de l’uSMA

immunoréactive varie selon l’âge de nos spécimens. Les seules cellules épithéliales

positives se trouvent à la base des portions distales de PS qui présentent une extrémité

bulbeuse dans la couche la plus profonde du mésenchyme de soutien. La réaction est faible

à modérée dans les cellules basales de la jonction tPS-ePS, chutant rapidement en amont et

en aval de celle-ci. Dans le sein adulte normal, l’intensité du marquage pour 1’ŒSMA ne

présente pas de gradient clair dans le compartiment myoépithélial; toutefois, de rares

cellules basales de TDLU ne sont que très faiblement ou non marquées pour l’aSMA. Les

cellules basales/myoépithéliales vacuolées de TDLU réagissent différemment pour l’Œ$MA;

certaines d’entre elles sont ŒSMA(-) mais p63(+).

Par conséquent: l’adoption d’une position basale ne s’accompagnerait pas systématiquement

d’une immunoréactivité pour 1’ŒSMA dans l’épithélium mammaire humain. Ce phénomène

serait fréquent dans le sein foetal, plus rare et restreint aux TDLU dans le sein adulte au

repos.

CNNI

La calponine est une composante du réseau cytosquelettique actinien; les niveaux

intra-cellulaires de calcium modulent ses interactions avec les filaments d’actine506. Elle

régule la contraction de cellules musculaires lisses (ex. inhibition507), son expression étant

un événement relativement tardif de leur différenciation. La CNN 1 peut être localisée par

IHC dans l’épithélium du sein adulte au repos: sa distribution y est spécifiquement

myoépithéliale”35, mais ses fonctions restent incertaines. Sa capacité de stabilisation du

réseau actinien permettrait à la CNN1 de limiter la migration de cellules cancéreuses dans

le sein pathologique508.

Cet antigène n’a pas été ciblé dans nos échantillons de sein foetal (ajout récent de

cette cible). Les CMEM de CE du sein adulte au repos sont inégalement positives pour la

CNN 1; l’intensité du marquage chute au niveau des TDLU.
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Par conséquent: les CMEM des CE et des TDLU pourraient différer quant à leur capacité

de moduler les mouvements de leur réseau actinien.

sloop

Les protéines $100 sont de petites protéines acides capables de lier le calcium; elles

sont distribuées dans le noyau et/ou le cytoplasme de nombreux types cellulaires ainsi que

dans certains espaces extra-cellulaires509. Elles participent à de nombreux processus

cellulaires (ex. assemblage du cytosquelette, contraction, différenciation, progression du

cycle cellulaire510’5”). Les protubérances de lésions mammaires présentant une forte

activité de prolifération sont intensément marquées pour la Si 00m. La S100f3 est un homo

dimère de cette famille. Présente dans divers types cellulaires, ses fonctions restent

incertaines; son association au p53 pourrait moduler les effets de celui-ci vis-à-vis de

Sa distribution n’avait pas été décrite dans le sein foetal avant nos

travaux72. Elle peut être localisée par IHC dans l’épithélium du sein adulte normal au

repos’29; sa distribution y est principalement myoépithéliale mais inégale.

Dans le sein foetal, le marquage pour la S100f3 est limité aux cellules basales de la

jonction tPS-ePS et des ePS. Chez l’adulte, l’intensité du marquage augmente vers la

périphérie de la glande: les CMEM des CE ne sont que peu ou pas marquées, une

proportion plus ou moins importante de CMEM présentant un noyau positif pour la 5100f3.

Par conséquent: l’adoption d’une position basale s’accompagnerait parfois d’une

immunoréactivité pour la SiOOF3 dans l’épithélium mammaire normal — foetal ou adulte.

L’acquisition de S100f3 immunoréactive pourrait être un événement transitoire précoce

pendant l’adoption d’un phénotype épithélial basal’72.

SIOOA4

Cette protéine aux multiples surnoms (réf. Tableau X), de distribution tant

épithéliale que mésenchymateuse, serait exprimée par des cellules effectuant une

«transition épithéliale-à-mésenchymateuse»514. Ce processus, important au cours de

l’organogenèse normale in utero, pourrait l’être également chez l’adulte: un nombre

croissant de publications indiquent que la genèse de stromas lésionnels peut impliquer une

«transition épithéliale-à-mésenchymateuse» (EMT; angl. epithelial-mesenchymal
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transition) dans divers organes matures dont le sein. En effet, le stroma de certains cancers

du sein contient des cellules d’allure fibroblastique positives pour la S100A4 d’origine

vraisemblablement épithéliale359’413’414. La fréquence de ce phénomène demeure incertaine

en pathologie mammaire413 (possibilité d’une contribution physiologique rarement

envisagée419). La distribution de S100A4 n’a pas encore été documentée dans le sein foetal.

Dans l’épithélium du sein adulte au repos, la distribution de Si 00A4 immunoréactive est

principalement myoépithéliale, mais irrégulière422.

La majorité des cellules des BP et P5 de nos spécimens de sein foetal sont négatives

pour la S100A4. De rares cellules épithéliales $100A4(+), très allongées, sont intercalées

entre les cellules supra-basales/centrales et les cellules basales du BP (à proximité de

l’origine de PS) et dans certaines ePS. Dans le sein adulte normal, les CMEM de TDLU

réagissent plus fortement et en plus grand nombre pour la S100A4 que les CMEM de CE.

La frontière entre les CMEM Si 00A4(+) et les fibroblastes délimitants est plus souvent

floue dans les TDLU que dans les CE.

Par conséquent une minorité de cellules du sein foetal pourraient être activement engagées

dans un processus de transition épithélial-à-mésenchymateuse. Dans le sein adulte au repos,

ce phénomène pourrait être plus fréquent, notamment dans les TDLU.

p63

Le p63 est crucial au cours de la morphogenèse des organes épithéliaux; fortement

exprimé par les cellules basales des épithéliums matures, il est nécessaire à leur

renouvellement. Présenté initialement comme un marqueur de cellules souches épithéliales,

le p63 est depuis peu considéré comme un marqueur très précoce de l’acquisition d’une

capacité de stratification par des cellules épithéliales291; une publication récente suggère

qu’il serait, de façon un peu déconcertante, à la fois l’un et l’autre515. Les isoformes

regroupées sous le terme «p63» ont des effets opposés sur les voies de signalisation qui

impliquent son homologue, le p53 (isoformes). La distribution du p63 n’avait pas été décrite

dans le sein foetal avant nos travaux172. La distribution du p63 immunoréactif est

strictement myoépithéliale dans le sein au repos; des études récentes indiquent que ce

marquage est nucléaire et présent dans la majorité des CMEM des CE et TDLU123’252’296’304.

Selon des publications antérieures, le p63 est une protéine trans-membranaire du réticulum
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endoplasmique rugueux; sa distribution y était décrite comme péri-nucléaire516’517, et non

comme strictement nucléaire.

Dans le sein foetal, les cellules basales des tPS et des ePS réagissent de manière

similaire pour le p63 : la plupart participent à des doublets cellulaires horizontaux générant

des tandems de noyaux positif-négatif pour cet antigène. Les cellules centrales des P$

demeurent négatives. De petits groupes de cellules basales sont négatives pour le p63 aux

extrémités de PS naissantes, mais non de PS plus développées. Les cellules basales des

flancs de P$ naissantes sont, à l’inverse, presque toutes positives pour le p63 (absence

focale de tandems nucléaires impliquant des noyaux négatifs). Dans le sein adulte, le

compartiment myoépithélial des CE présente de nombreux doublets cellulaires

occasionnant des tandems de noyaux positif-négatif pour le p63. Ces doublets sont

horizontaux ou verticaux (dans ce dernier cas, le noyau positif du tandem occupe

typiquement une position basale). Presque toutes les CMEM de CT présentent des noyaux

fortement positifs pour le p63. Dans les acini de TDLU, le phénomène de vacuolisation

basale est associé à une multiplication de tandems nucléaires; en fait, dans les TDLU

d’échantillons de sein au repos prélevés en période lutéale tardive ou menstruelle, beaucoup

de cellules vacuolées renferment plusieurs noyaux. La plupart de ces noyaux sont positifs

pour le p63 dans les cellules basales/myoépithéliales vacuolées de CI. Au contraire, plus

de 50% des noyaux de cellules basales/myoépithéliales vacuolées sont négatifs pour le p63

dans les acini. Dans un autre ordre d’idée, une faible réaction cytoplasmique positive est

souvent associée aux noyaux des cellules p63(+) du sein foetal et adulte; par ailleurs, la

distribution nucléaire du marquage est souvent inégale (ex. zone excentrique fortement

positive dans un noyau autrement négatif, réaction limitée au pourtour nucléaire, etc.).

Par conséquent au moins une cellule basale sur deux présenterait une capacité de

stratification dans les PS développées de seins foetaux (ePS situées au niveau de la couche

la plus profonde du mésenchyme de soutien). Dans les CE du sein adulte normal, au moins

75% des CMEM présenteraient une capacité de stratification. Cette proportion serait de

presque 100% dans les CT et de plus de 50% dans les acini des TDLU. Certaines cellules

basales/myoépithéliales vacuolées de IDLU affichent un noyau positif pour le p63 mais un

cytoplasme négatif pour l’Œ$MA. Les capacités cellulaires de contraction et de stratification

ne seraient donc pas systématiquement liées au niveau de l’épithélium du sein normal.
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Multifocal, Nascent, and Invasive Myoepithelial
Carcïnoma (Malignant Myoepithelioma) of the

Breast: An Immunohistochemical and
Ultrastructural Study

Francine Jolicoeur, BSc,* Thomas A. Seemayer, MD, FRCPath,t
Giulio Gahbiani, MD, PhD, André Robidoux, MD, FRCPC,

Louis Gaboury, MD, PhD, FRCPC,* Luc L. Ollgny, MSc, MD,*,**
and Walter Schtirch, MD, FRCPC*5

This report describes the light microscopic (LM), immunohistochemical (IHC), and
electron microscopic (1M) features of a multifocal. nascent, and invasive myoepithe
liai carcinoma of the breast. By 1M, the spindle celis disclosed fibrillar acidophilic cy
toplasm, mild nuclear atypia. and a low mitotic index. Myoepithelial di[[erentïation
was estahlished through INC (single- and double-labeling techniques) and 1M:
periductal and infiltrating spindle cells coexpressed total muscle actin. -smooth
muscle actin. vimentin, cytokeratin 14, and pankeratin, and their 1M features were
characteristic of myoepithelial celis, i.e., perinucicar tonofilaments, subplasmalem
mal bondIes of microfilaments with dense bodies, intermediatejunctions, poorÏy de
veloped desmosomes, pinocytic vesïcles, and fragmented external lamina. No inva
sive epithelial celis disclosed luminal differentiation (hs’ 1M, INC. 1M). identifying,
thus, this neoplasm as a pure spindie cdl myoepitheliat carcinoma of the breast.
lot J Surg Pathol l0(4:2$l—29l, 2002
Key words: breast, myoepithelial careinoma, malignant myoepithelioma, immuno
histochemistry, transmission electron microscopy.

o

Neoplasms of the hurnan mammary gland com
posed in part or exclusively of myoepithelial cells
are uncommon II]. five types of mammary lesions
composed predominantly or entirely of myoepithe
liaI cells have been described [21: adenoid cystic car
cinoma, pleomorphic adenoma, multifocal myoep

from the ‘Université de Montréal, Montréal. Quéhec (Canada);
SUniversitv of Nebraska Medical Center, Omaha, Nehraska (USA):
rCentre Médical Universitaire, Genève (Suisse); §Centrc Hospital
ier de l’Université de Moniréal. Alontréal, Québec (Canada); and
“Hôpital Sainte-Justine, Montréal. Quéhec (Canada).

Reprint requests: Walter Schtirch, MD, Département dc
Pathologie, Hôtel-Dieu, Centre Hospitalier de l’Université de
Montréal, 3840. rue Saint-Urbain, Montréal. Quéhec (Canada)
H2W ITS.

itheliosis, adenomyoepithelioma, and myoepithe
liaI carcinoma (malignant myoepithelioma). fesver
than 10 well-documented cases of mammarv my
oepithelial carcinomas have heen published [3—1 1].
In this report, a multifocal, nascent, and invasive
spindie cdl myoepithelial carcinoma of the hreast is
described by light rnicroscopy (LM), immunohisto
chemistry (IHC), and transmission electron mi
croscopy (1M). Myoepithelial differentiation was
estahlished by IHC (single- and double-laheling
techniques on paraffin sections) and EM. The his
tology and tlie morphogenesis of myoepithelial car
cinomas are discussed and differential diagnostic
criteria of other comparable spindle cell tumors of

113e hurnan mammary gland are presented.

International Journal o) Surgica) Pathology 10(4);281—291, 2002
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Case Report

A routine mammogram disclosed 2 steHate opac

Hies containing microcalcifications in the left hreast

ot a 62-year-old Caucasian woman. The patient was

known to have fibrocystic changes in both breasts
and was closely followed up because of a strong

[amily history (mother and sister) of breast cancer.

She had been treated prophylactically with ralox

ifen. The largest of the tumors vas not apparent on

a mammogram performed 1 year earlier (Fig. 1).
She underwent partial mastectorny to rernove the

suspicious subareolar tumors.
The main tumor (1.8 x 1.2 X 1.8 cm) was firrn

and resembled a mesenchvmal lesion because of a

fascicular aspect. Histologically, the lesion had a
inultinodular configuration. The smaller lesion

had a radiologic aspect similar to that of the main
tumor, with numerous microcalci[ications sug

gestive cf rnalignancy. II corresponded, however,
to fibrocystic disease with mild te florid,
nonatypical ductal hyperpiasia. Axillary lymph

noUe dissection, performed later, disclosed no
metastases in 18 lymph noUes. The patient un
derwent radiotherapy, and raloxifen administra
tion was maintained. Seven months after surgery,

no signs cf local recurrence or distant metastases
were apparent.

Materials and Methods

Tissue samples of the largest tumor were

processed for LM, IHC, and 1M. A smaller lesion
similarly processed for IHC.

Light Microscopy

Tisscie samples for LM and IHC were fixed in a

modified, 10% neutral bttffered formaldehyde solu

tion. Tissues were ernhedded in paraffin, cut at 3—5

prn and stained with Hematoxylin-Phloxin-Saffron

(HPS).

Immunohistochemistry

Serial sections [rom the paraffin-ernbedded spec

imens were imrnunostained by means cf an indirect

immunoperoxidase technique (EnVision kit or
LSAB2 peroxidase kit; DAI(O, Carpinteria, CA,
USA). Commercial antihodies for total muscle actin

(HHF35, DAKO, Glostrup, Denmark; 1:250), a
smooth muscle actin (a-SMA) (1A4, DAKO; 1:100),

alpha sarcomeric actin (Alpha-Sr-1, DAKO; 1:30),

desmin (D33, DAKO; 1:50), vimentin (VIM3B4,

Arnerican Research Products Inc., Belmont, MA,

USA; 1:100 a[ter enzymatic predigestion with

pronase). epithelial membrane antigen (EMA)

(129, DAKO; 1:500), pancytokeratin (polyclonal
o

Fig. 1. Majurnograms. I ‘,‘ear apart. The lurnor, identitied hy an arrow in a recent mammo

gram B). s net apparent in a mammogram takcn 12 months earlier AI.
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antihody, Zymed, San Francisco, CA, USA: 1:50),
low-molecular-weight cytokeratins t polyclonal an
tihody, Becton-Dickinson, San Jose, CA. USA;
1:40), high-molecular-weight cytokeratins
(AE 1 lAi 3, Boehringer Mannheirn, Indianapolis,
IN, USA; 1:100), cytokeratin 14 (CK 14) tLLOO2,
Serotec Inc., Oxford, England; 1:10 after a 4-minute
microwave treatment in pH 6.0 citrate buffer
brought toits boiling point), cytokeratin 19 (CK 19)
(RCK1O8, DAKO; 1:400 after enzymatic prediges
tion with pronase), S100 protein A and B (anti
bovine S100 protein antibody, DAKO; 1:400 after
enzymatic predigestion with trypsin), progesterone
receptors (PgR 636, DAKO; 1:50) and estrogen re
ceptors (1D5, DAKO; 1:25) were applied at the
specified dilutions.

Double IHC stains were performed using 2 tech
niqtles. In one, a mouse monoclonal IgG2a anti
body specific for a-SMA [12] and a mixture of
mouse monoclonal IgGs anticytokeratin antibodies
(clones Ail and AE3, DAKO, Glostrup, Denrnark;
clone 5D3, BioGenex, San Ramon, CA, USA) were
employed according to the method of Bochaton-Pi
allat et al. [13]. After a microwave pretreatment (5
minutes in 10 mM citrate buffer, pH 6.0), tissue
sections were incubated with the anti-a-SMA anti
body and the anticytokeratin mixture in this order.
The former reaction vas revealed in brown bv us
ing diaminobenzidine (DAB) [rom Serva (Heidel
berg, Germany), the latter in red by using 3-amino-
9-ethylcarbazole (ABC) from BioGenex. Sections
were counterstained with hematoxylin. Because
ihe red pigment of ABC fades in media containing
toluene or xylene, a water-based mounting
medium was used (Aquatex, DAKO, Glostrup,
Denmark).

Double IHC stains were also performed for -
S?vlA and CK 14 using a commercial kit (Histostain
D5 Kit, Zymeci, San Francisco, CA, USA). The kit’s
guidetines were followed, althotigh incubation
times for both primary antihodies were extended to
I hour. The reaction for a-SMA was revealed in
datk pLirple (horseradish peroxidase, BCIPINBT)
and preceded the reaction with clone LLOO2 anti
CK 14 revealed in red (alkaline phosphatase. AEC).
No counterstain vas applied tu the tissue sections;
these were also mocinted hy using a water-based
medium tCrvstallMount, Biemeda Corp., Poster
City, CA, USA).

Transmission Electron Microscopy

Tissue samples were treated as descrihed previ
ously [9]. Thin sections were examined vith a
Philips 201 transmission eleciron microscope.

Macroscopy and Light Microscopy

The main tumor measured approximately 1.8 x
1.2 x 1.8 cm, had poorly defined borders, and pre
sented a whitish, stellare, and retracted aspect.

On HPS-stained sections, the lesion appeared
multinodular; the nodules were composed of inter
secting fascicles of spindle ceils that were hudding
from the basal layer of centrally located marnmary
ducts (Fig. 2). At the periphery of the main lesion, a
few spindle cdl nodules, devoicl of epithelial mam
mary ducts, invaded the mammary fatty tissue.
Sorne isola ted mammary ducts with mild to moder
ate, nonatypical hyperplasia and occasional micro-
calcifications were dispersed throughout the lesion.
The mamrnary stroma between the spinclie cell nod
ules was usually heavily collagenized and practi
cally acellular. Cytologically, the spindie ceils dis
closed fibrillar acidophilic cytoplasm with
subplasmalernmal condensations. Nuclel were oval
shaped with finely granular chromatin and srnall in
conspicuous nucleoli; they displayed mild nuclear
atypia and the mitotic index was low te moderate (4
tu 5 mitotic figures per 10 high-power fields at 40x).
The spindle cell nodules were generally edematous
and poorly collagenized. As secondary lesions, a
small fibroadenoma with dtictal hyperplasia and
foci of florid atypicat ductal hyperplasia were also
found within the main lesion.

The smaller lesion disclosed nurnerotis microcal
cifications, mild te florid hyperplasia, and focal
apocrine metaplasia without cytologic atypia.

Immunohistochemistry

Many invasive spindle cells from the main lesion
were strongly positive for cc-SMA, vimentin, and
CK 14, a little weaker, however, for total muscle
actin. In tissue sections stained for CK 14, a transi
tion between myoepithelial celis and malignant
spindle ceils hecame obvious around mammary
ducts (Fig. 3). Ibis tvas less evident in tissue sections
stained for vimentin, CL-SMA, and total muscle actin
since these antigens have wider tissue distributions.
The malignant cells reacied weakly with a pancy
tokeratin antihody polyclonal antibody, Zymedi.
No immunostaining of the neoplastic cells (net
shown) was obiained svith antibodies te sarcomeric
actin, desmin, SlOO protein, EMA, CK 19, or estro
gen and pregesterone receptors. Two broad-spec
trum antihedies routinely used in pathology te
identify low-melecular-weight (potyclonal anti
hod y. I3ecton- D icki nson ) and high-molecular
weight cvtokeratins (ÂE1IAE3, Boehringer
slannheim) aIse failed in reaci with these cells.

Resuits

C,

Q
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Fig. 2. Light microscopic [catures of spindie celi mvocpithelial carcinoma ol the breast. A. The
tumor lias a multinodular aspect at losv magnification. B, C, and D. Higher magnification of the
foci identified hv open stars in A (from lett to right) disclosing intersecting fascicles of invasive
ceils (B), spindle celis btidcling [rom the basal laver of a mammary duct (Ci, and microcalcifi
cations in an entrapped duci sumninded by s highl collagcnized stroma (Dv E. Infiltration of
the mammarv adipose tissue by spindle ceils t HPS I

Double IHC staitis svere perfortned on tissue sec

tions of the main lesion tu ascertain that cttexpres
sion ol ca-SMA and cvtoleratins truly occurred in o
fraction ut the spi ndle ccli compunent I Fig. 4). Thc’

combination ut do rk purple o id red eh roinogens re—

vealed the existence ol spindle celis svhose red peri.

nuclear CK 14 rcaction nos framcd by the dark pur
pie u-S.\IA reactioti hundles of microfilaments).

Depending un the ares examined, the spindle cdl

cfltflhiOttettt seas cii richcd in solelv dark purple celis
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Fig. 3. lmrncinohistochernical (IHC( feattires, with single-laheling technique. of spindie celi
mvoepithelial carcinoma ut the breasi. A. Staining for a-SMA. B. Staining for ‘. irnentin. C and
D. Staining for CK 14. E. S1ainin. tor CK 19. F. Staining lot pancvtokeratin. The comhined ]HC
restilis for the periductal nodule illustrated in A. B. C. E, and F sclggest that the spindie com—
ponent of the tumor arises from tOc myocpithelial comparttnent of the mammarv ducis. A mi—
totic figure (arrosvhead in D) is obscrved among CK 14—positive invasive spindie celis.

(in 50% to 60% of tue lesion), in oeils displaying a
red and dark pirpie coloration (in 30% tu 50% ot

the lesion) and, in one particular area. in sulelv red
cells (1 OV0 of the ]eSiOn). Unstained spindie celis
were alst) obscrved. bLit theit number svas dittiCLiit

tu assess without a Counterslain (sec Discussion).

Transmission Electron Microscopy

Ultrastrticttiral analysis of tOc spindie ccli compo
nent ut the main lesion was performed (Fig. 5).
Curvilincar bu ndlcs itt toniifilaments (about 8—10
nm in cliameter) usualiv locatcd in perinuclear areas

‘ z
I
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1
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or centrally located in cytoplasmic extensions were
observed, coexisting with subplasmalemmal bun
dies of microfilarnents (about 5—7 nm in diarneter)
within the cytoplasrn of many spindle ceils. Typical

dense bodies were evident in the microfilarnent
bundies running parallel w the long axis of the ceils.
These ceils also disclosed pinocytic vesicles, inter
mediate junctions, dense plaques (hernidesmo

‘r

:
J

Fig. 4. tmrnunohistochemical (Il-IC) features, with double-labeling techniques. 0f spindte ceil
myoepithelial carcinorna of the breast A. Double-labeling resuit for u-SMA t I A4. brown ( and cy
tokeratins lAI 1/AE3/5D3, red): hernatoxylin couterstain. B, C, and D. Dotible-labeling resuits
for Œ-SMA (1A4, dark purpie) and CK 14 (1L002, redi; no couterstain. In A and B, docible
stained spindie celis are budding from the basal layer of mammary ducts and invade the sur
rounding stroma. Ifl C, invasive, double-stained spindie celis infiltrate the strorna; on the right,
the cluster ut solely Iurpie cells (Œ-SMA-positive but CK 14-negative ceils) correspond most
likely w a bloud vessel. In D, in accordance with the expected intraceilcilar distribution patterns
ut CK 14 lin cytoplasmic. centrally located ionofilaments) and Œ-SMA (in cytoplasmic, stihplas
malemmal stress fibersi, the tumor cells disclose red cdl bodies framed hy dark purple outlines.
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sornes) coU were occasionally connected hv poorly
developed desmosomes. i\lost et the maligflal]t

spindle celis were surrounded by a [ragmented ex
ternat la mina. Their rough endoplasmic reticulum
and Golgi apparatos were well developed, and their
irregcilar, notched nciclei contained nucleoli of in
termediate sue.

Finally, some spindie ceils with abondant micro
filanients and stress libers but tacking tonofilaments

were noted; these likely corresponded te nonneo

plastic, stromal mvofibrohlasts.

Discussion

Thc tomer describect is qLlite rare, as onty 10 have

been reported. The mean age cf svomen with this

tnmor s 54 years range 25 te $1 sears). About one

;
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Fig. 5. Ultrastructurat feattires of spindie cell myeepithclial carcinorna of the hreast. A. Lew
inagnification discloses a spindie cdl svith a notchcct nucleus, 3 cytoplasmic extensions, centrally
located ctiruitinear bundles of tonofilaments, and subplasrnatemmal bundtes ut microfitaments
with numerous dense hudies. 5. Higher magnification of cytoptasmic extensions (identified hy
an open star in A) iltustrating centrally tocated bundtes et tonotitaments, suhplasmalemmal
bondIe ot microfilaments with dense hodies, ancl fragments et externat lamina. )Uranvl and
tead citrate; A. I0,500x, B. 32,000x).
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fifth of these solitary lesions were centrally located
and rnost displayed microcalcifications. In the liter
ature, the described tumors ranged Irom 1.0 to 21.0
cm. The tumor in our patient was 1.8 cm; its ab
sence on a mammogram taken 12 months earlier
suggested that h was discovered at a relatively early
stage of its developrnent. The lesion vas multi
nodular, composed of spindle-shaped myoepithelial
ceils “budding” from the basal layer of centrally b
cated rnammary ducts. furthermore, there was no
turnor necrosis and the malignant population dis
played mild nuclear atypia and a low to moderate mi
totic activity (unlike what lias been reported in classic
cases [8,9]). The number of benign mammary ducts
embedded in the spindle component was also greater
than that observed in reported cases [4,5,7—10,14].
Our LM and IHC findings further showed the invasive
process to be somewhat limited. No metastases were
found at the time of the initial surgery or in the sub—
sequent left axillary lymph node dissection. The be
nign nature of a smaller mass removed with the main
lesion was ascertained by LM and IHC, thereby ruling
out malignant satellite nodules.

The neoplastic ceils of myoepithelial carcinomas
are known 10 retain some characteristics of their
normal counterparts, one being the coexpression of
smootli-muscle actins and basal cytokeratins
(chiefly observed in the myoepithelium of normal
mammary ducts). In dealing with spindle cell tu-
mors of the breast, IHC is a cost-effective method to
verify the possibility of e myoepithelial differentia
tion, especially when double-labeling techniques
are employed. However, immunohistochemical
data pertaining to these rare mammary carcinomas
are often contradictory or remain uncorroborated
since not ail previously reported cases of the spindle
cdl variant of rnyoepithelial carcinomas were inves
tigated by use of this technique (or by use of com
parable procedures and reagents in order to do so).

Our positive staining results of neoplastic myoep
ithelial ceils for Œ-SMA were similar to those de
scribed previously for various actins [4,5,7—9,15]
and proved superior to those obtained for total mus
cle actin (weak reaction) and vimentin (lack of
specificity). Over the last decade, n-SMA has be
come the hest knowti and mosi videly used marker
of myoepithelial differentiation, in part because re
hable commercial antiboclies are available to locate
this smooth-muscle protein both in normal and
pathological hreast specirnens [16,17].

In comparison, no general agreement lias been
reached regarding the locahization of cytokeratins in
mamrnary myoepithelial neoplasrns. “Cytokeratin
cocktails” developed over the last 2 decades are now

these intermediate filaments. However, the results
they provide are difficult to interpret since most
cocktails dernonstrate uneven affinities for the var
ious cytokeratins they are designed to target; also,
with broad-spectrum antibodies, the individual
contributions of sirnultaneously targeted cytoker
atins to lie final staining restilts cannot be assessed.
Commercial antibodies for individual cytokeratins
are availahie, although they are stili seldom rot!
tinely used in clinical practice. In the marnmary ep
ithelium, the cytokeratins currently considered as
“myoepithelial” specific are CK 5, CK 14, and CK
17. In this tumor, unlike the 3 anticytokeratin cock
tails, the antibody for CK 14 consistently elicited
strong positive reactions in the malignant cdl pop
ulation. Poor staining results (with broad-spectrum
anticytokeratin antihodies) similar to ours have
been reported in another stucly, which included
myoepithelial neoplasms of the breast [1$]. This
suggests that antibodies directed against individual
“basal” cytokeratins might be more rehiable than
broad-spectrurn anticytokeratin antibody cocktails
to locate neoplastic myoepithelial cehis in paraffin
embedded breast tissue specimens. In hospital prac
tice, false-negative results for cytokeratins could im
pair the abihity to recognize other myoepithelial
carcinomas because ultrastructural analyses are
rarely performed unless a suspicion of Œ-SMA and
cytokeratin coexpression is raised by IHC results.

The positive results we obtained for vimentin
were found in some [4,9] but flot in ail myoepithe
liai carcinomas [8,15]. The spindle cells in our tu
mor did flot express Sl00 protein (unhike those de
scribed in other reports [4,19]), nor did they express
EMA, “luminal” CK 19, or progesterone and estro
gen receptors; this is in agreement with the litera
turc [5,17,20]. The absence of steroid hormone re
ceptors in this tumor was expected since normal
myoepithehial cells do flot express such receptors as
luminal celis do.

Double IHC stains have rarely been performed in
myoepithelial carcinomas [4]. The results from the
brown and red double IHC labehing were difficult to
interpret sitice the shades of the chromogens
proved too sirnilar. In the tissue sections stained for
CK 14 in red and n-SMA in dark purple, n-SMA
pesitive/CK 14-negative as well as n-SMA-nega
tive/CK 14-positive spindle cells were clearly pre
sent in addition to the expected Œ-SMA-positivelCK
14-positive myoepithelial-like malignant cells. The
contribution of n-SMA-negative/CK 14-negative
spindle cells svas difficult 10 assess hecause these
sections could not he appropriately counterstained
(stems like light green or methyl green, which
would flot have interfcred with the interpretationroutinely used to locate various combinations 0f
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of the resuhs, were washecl off the sections by the
water-based mounting medium).

The Œ-SMA-positive/CI( 14-negative population
miglit encompass several celi types: solely dark pur
pIe ceils might represent stromal myofibroblasts,
rnvoepithelial-derived celis that did flot express 0<
14, or myoepithelial-derived ceils in which the CK
14 expression was too low to be detected by HIC. In
the adult resting brcast, a similar immunopheno
type is observed in normal myoepithelial celis lining
lobular structures, but again, te the hest of our
knowledge, it is flot known if these CX 14-negative
celis synthesize an]ounts of CX 14 that are unde
tectable by mc or if they simply do flot express this
intermediate filament. In comparison, at the ultra-
structural level, mvofibroblasts could at least be dis
tinguished from tIse malignant myoepithelial cells,
for their rnicrofilamem-rich cytoplasm typically
lacked curvilinear bundles of tonofilaments.

Although less eurnereus, solely red spindie cells
were also observed in a single invasive front and in
some glanclular remnants of double-stained tissue
sections. These CX 14-positive ceils could represent
rnyoepithelial cells expressing Œ-SMA at levels ton
low for detection by IHC.

Despite the fact that double-labeling IHC tech
niques are time-consuming procedures, such tech
fliques could prove helpful in instances when an
1M analysis is net feasible. However, in accordance
with others [3—8,10,11,15,21—251, we believe tliat a
diagnosis of “spindle ceil myoepithelial carcinoma
of the hreast” should be based, whenever possible,
en strict ultrastructural criteria.

The 1M features of the present lesion were diag
nostic of myoepithelial differentiation: tise infiltrat
ing spindle cells displayed hundies of microfila
ments with dense bodies and tonotilaments,
pinocysic vesicles, desmosomes and hemidesmo
sornes, and a fragmented external lamina. A well
developed Golgi apparatus and/or rough endoplas
mie reticulum, often considered as signs cf an
increased metabolic activity, were observed. Similar
features have been reported in 3 other cases [4,7,9],
2 of which displayed markedly aggressive behavior.

fn this case, the differential diagnosis includes fi
bromatosis, phvllodes wmor, so-called myotibrob
lastornas, “other” rnyoepithelial proliferations, and
fihromatosis-like metaplastic carcinomas of the
breast. The hrst 3 entities can he excluded, for neo
plastic cells were immunoreactive for cytokeratins;
as shown earlier, tise results were especially conclu
sive with the anti-CK 14 antihody. Although some
cytokeratins have recently heen identified in mes
enchymal ceils. e.g., smoeth-muscle cells (i.e., cy
tokeratins 8 and 18 [26—29]. svhich are targeted hy

many antiqtokeratin cocktails). CX 14 expression
has not heeii reported in nonepithelial ceNs and
thus supports a myoepithelial differentiation. Tise
diagnosis of adenomyoepithelioma ta lesion that
can be accompanied by foc) of myoepithelial carci
noma [18,25,30—32]) is unlikelv because our HIC
and 1M findings did not show concomitant invasion
of cetls exhihiting a luminal differentiation. This
myoepithelial proliferation was considered maÎig
nanr because Œ-SMA-positivefCl< 14-positive celis
clearly infiltrated the surrounding tissues. In tise
majority of fibromatosis-like metaplastic carcino
mas of the hreast reported te express actin and cy
tokeratins, imrnunoreactivily for a-SMA was most
often confined te cytokeratin-negative celis, i.e.,
strornal cells corresponding mess likely to noflneo
plastic. reactive myofibroblasts. However, expres
sion of a-SMA and cytokeratins within the sarne
cdl population was documented in a few cases by
single labeling IHC, employing parallel sections
[33—35]. In one study, tise coexpression et Œ-SMA
and cytokeratins was therealter confirmed by 1M in
3 cases cf metaplastic carcinoma et the breast 1351.
Tise cases of fibrematosis-like metaplastic carcino
mas expressing cL-SMA and cytokeratins within tise
same celi population might represent myoepithelial
rather than metaplastic carcinomas, suggesting that
this group cf hreast neoplasms is histogenetically
heterogeneous. Tise diagnosis et a spindle celi vari
ant of mammary rnyoepithelial carcinoma is obvi
eus fer the herein reported case since neeplastic
periductal and invasive spindie celis coexpressed -

SMA and specific cytokeratins, i.e., CX 14, by deu
ble-labeling IHC on paraffin sections and disclosed,
by 1M, cytoplasmic btmdlcs et microfilaments with
dense bedies and tonofilaments. 1M and double-la
beling IHC techniques are therefore very helpful
tools for the diagnosis cf nyoepithelial and aIse fi
bromatosis-like metaplastic carcinomas et tise
breast.

Owing te the uncertain prognesis cf myoepithe
liaI carcinomas and te tise relatively high recurrence
risk associated with these rare tumors [3,4,9,14,20],
a wide surgical excision was recommended. follow
up data on these carcinomas (especially in regard te
tise patients respense te various treatments) are
scarce. Te the hest et our knewledge, thc effects cf
raloxifen administration on mvoepithelial carci
noma patients have not yes heen investigated. Ta
mexifen administration was reported te have no et
(cet en tise progression et a previously documented
spindie cdl myoepithelial carcinoma et tise breast
[4]. Tise fact that mammary myoepithelial celis de
net sormallv express estrogens and progesterene
receptors as lumiiiai celts do the targets of drugs
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such as tamoxifen and raloxifen) probably expiains

this resistance to antihormonal therapy.

In surnmary, this myoepithehal carcinoma had a

radiographic image indistinguishahie from a mes

enchymai proliferation, a henign epithelial process

(as the one found in ils vicinity) or “c]assic” mam

mary adenocarcjnoma. Because histologic features

diagnostic of an epithelial differentiation were flot

prominem by LM, IHC and EM studies were crucial

to estabiish the diagnosis of marnmary myoepithe—

liai carcinoma. Despite the rarity of thèse neo

plasms, the study of additionai cases shouid flot be

neglected, for haif of the few cases reported so far

have dispiayed surprisingly aggressive hehaviors.

Fariy recognition and chnical management of these

problematic cases might be difticult to achieve with
out a deeper understanding of the morphogenesis

of ail myoepithehal carcinomas, but aiso of the bio

logical properties of tise cells they apparendy arise

from, the often overlooked ceils of the myoepithe

liai lineage.
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ABSTRACT
The molecular characterization of human mammarv

myoepithelial celis is incomplete, hindering our under

standing of its importance in breast physiologv and pa

thology. Because data on the precursors oC this ceil lin

eage remain scarce and often contradictory, basal

epithelial ceils of second trimester fetal breasts were

studied by light microscopy (LM) and immunohisto

chemistry (IHC). Up to 20 vk of gestational age, the

mammarv rudiments only comprised roundish primaiw

outgrowths, “primarv buds,” more likelv to represent

immature nipples than truc mammarv tissue. At 21 wk

secondary outgrowths, “projections,” extended from en

larged primary buds into well-vascularized layers oC

dense mesenchvme. Basal projection celis had a partial

mvoepithelial-like phenotvpe: they reacted with CD29,

CD49E, CDIO4, keratin 14, virnentin, Sl00 protein, and

p63; ftirthermore, rnanv became positive for keratin 17,

e-smooth muscle actin, and CDIO (but not for keratin

19) between wk 21 and 25. The continuous basement

membrane associated with the fetal mamrnarv rudi

ments vas strongly positive for collagens type IV and

VII, and for laminin 5. Consistentlv strong and basallv

Cc,ncpo,,,1i,ig az,rhor, Dépanemc’Tat de Patholozic’. i-iôpiLal Sai nie—

Jnstinc, 3175 Chemin de la Chie Sainte-catheone. \1r,ntr,aI, Ouéhec
H3T lC5, Canada,

polarized staining for hernidesmosomal componenis

suggested that althocigh incompletely differentiated,

most second trimester myoepithelial precursors might

alreadv mediate local epithelial-mesenchymal interac

tions, i.e., complex signaling pathwavs which are crucial

for both orderly growth during development and main

tenance of homeostasis during acluit lite. Because they

are likely implicated in the phenomenon of menstrual

cvcle-related growth spurts in the adult resting breast,

the strategically positioned cells oC the mvoepithelial

lineage might constitute critical protagonists in defective

epithelial-mesenchvmal signaling associated with can

cer progression.

Key words: breast, fetal development, histology, immu

nohistochemistrv, myoepithelial ccli, nipple

INTRO CTION
As their name implies, mvoepithelial celis (MECs)

obseneci along the epithelial-mesenchymal inter

face of hurnan organs such as the breast, salivarv

glands, sweat glands, and the prostate disclose fea

turcs suggestive of a dual epithelial-like and mus

cle-like clifferentiation, i.e., they coexpress keratin

intermediate filaments (IFs), vimentin IFs, as well

as smooth muscle-related antigens. Human sali-



varv MECs and the rodent mamrnaiw MECs vere

used as models for their study during rnany vears;

ho\vever, it vas shown that ccl] types indiscrimi

nately identified as “mvoepithelial” in the literature

tend to disclose several interspecies and interorgan

differences [1—4]; this could explain many discrep

ancies found in the alreadv limited literature cur

rently available on the “human mammary” MEC.

In the present studv, basal epithelial celis of

second trimester fetal breasts have been stuclied by

light microscopy (LM) and bv an indirect immu

noperoxydase technique (IHC) using antibodies

for CD1O, CD29, CD49f, CDIO4, keratin 14

(KRTI4), keratin 17 (KRT17), keratin 19 (KRT19),

alpha-smooth muscle actin (a-SMA), vimentin,

Sloop protein (Sloop), p63, collagen type IV (Col

j 11V), collagen type VII (CoI1VII) and laminin 5

(LN5). These antigens were chosen for several rea

sons. First, most were previously recognized as

immunohistochemistry markers of marnmarv

MECs and are, currently, either vicle]v (cx-SMA),

increasinglv (CD1O, KRTI4, p63), rarely (CD49f

and CDIO4—dimerized or individuallv, KRT17,

Sloop), or decreasingly (virnentin) used as such in

aduit pathology. Second, because the expression of

some of these antigens has been associated with

the fulfihiment of important functions bv basal ep

ithelial ceils elsewhere in the bodv, their predom

inant or exclusive mvoepithelial distribution

within the aduit breast could provide insights into

phvsiological roles of MECs less widelv recognized

than their smooth muscle protein-based accessory

contractile role during lactation. These functions
L

might include, for example: 1) the assembly of a

LN5-rich basement membrane likely to affect, in

several wavs, the behavior of local ccli types vith

which it interacts [5, 6]; 2) the mediation via CD29-

containing integrins of epithelial-mesenchvrnal in

teractions crucial to achieve and maintain tissue

homeostasis, whether or not these integrins are

incorporated into KRTI4-containing and CoilVil!

LN5-anchored hemidesmosomes [7]; or 3) still iiI

defineci contributions, in adult epithelial organs, to

sustained growth ancl/or renewal related to p63-

and CDIO-expression [8, 9]. In contrast, KRT19

vas stuclied because in aduit breast epithelium, it

is normallv expressed only hy luminal ceils (LUCs).

In second trimester fetal breasts, our LM and

Table 1. Fetal breast specimens

GA CCL
Case Sex (wk) (mm)

Fi M 18 155

F2 F 18 154

F3 F 20 168

F4 F 21 175

F5 M 25 230 45

IHC results suggested that primary epithelial out

growths, unlike secondary outgrowths or “projec

tions,” probablv represented nipple rather than

mammarv gland primordia; staining for CD1O,

CD29, CD49f, CD1O4, KRT14, KRT17, vimentin,

u-SMA, SlOOp, and p63—but flot for KRT19—was

observed in basal celis belonging to projections,

the latter most likelv to represent mvoepithelial

precursors in fetal specimens. The sequence in

which basal markers first became detectable in

second trimester fetal breast projections supported

the notion that second trimester myoepithelial pre

cursors probably already help mediate physiologi

callv crucial epithelial-mesenchymal interactions

in this gland; together, our data also suggested that

myoepithelial markers other than smooth muscle

related antigens mav prove valuable in immuno

histochemical investigations on breast tissue either

for research or clinical purposes.

METHODS
Tissues
Fetal breast tissue samples (Table 1) obtained from

fwe socially driven, medically induced termina

tions of pregnancv were collected in strict accor

dance with the guidelines from the hospital’s (Hô

pital Sainte-Justine, MontrenT, Canada) research

ethics committee. The samples were processed for

LIVI and IRC.

Methods

Minutes after the procedure (mostlv dilatations

and extractions), one mammarv rudiment from

each specimen (tissue samples of approximatelv

0.8 X 0.8 X 0.5 cm) vas embedded in OCT Com

pound (Tissue Tek, Sakura Finetek U.S.A. Inc.,

‘‘X)ç’)- 2

FL
(mm)

28

32

33
32

GA, gestati000i age; CCL. cranio-caudnl Iength; FL, foot iength.
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f, [rozen sections; En’, used vith En’ision kit; P, puraffin sectic,ns; EZ, antigen recrieval step 1w enzymattc dtgcst,on; MO, antigen rctrieval step In

heating in microuase oven; fSAB2, used with LSAB2 pecoxidase kit; n-SMA, alplta.smooth muscle actin.

Torrance, CA) and irnrnediatelv snap-frozen in liq

uid nitrogen-cooled isopentane; when retrievable,

the other vas fixed in a modified, 10% neutral

buffei-ed formaldehvde solution (TissuFix #2,

Laboratoires Gilles Chaput, Saint-Laurent, P0,

Canada) for 24 h and embedded in paraffin. Frozen

tissue blocks were cut at 3—5 jim (Leica Cn’ocut

1800, Deer6eld, IL) and the sections were stored

for less than 6 months in cardboard protective

trays at —20°C. Serial paraffin sections were cut at

3 im (Leica RM2 145) and stored in protective

trays at room temperature; parafhn sections were

prepared less than 3 months prior to immunohis

tochernical staining to limit potential storage-re

lated alterations of their immunoreactive proper

tics.

Light liiicroscopv

Sections from each specimens were stained with

hernatoxvlin-phloxin-saftion (HPS) or hematoxy

lin-eosin (1-1&E).

hn,nttccohistocheinistrv

Frozen tissue sections were fixed in cold acetonc

(10 mm) and air-dried; paraffin sections were

treated in the usual fashion. following a standard

indirect immunoperoxvdase technique, fiozen or

paraffin sections were incubated for 1 h with anti

bodies for COlO, CD29, CD49f, CD1O4, KRTÏ4,

KRTI7, KRT19, virnentin, a-SMA, S100, p63, Cou

IV, Cou VII, and LN5. The technical details perti

nent to cadi antibody are listed in Table 2. Positive

and negative controls were included in each slide

mn; in addition to internai controls (e.g., fetal skin

layers, fetal blooci vesseis), tissue sections from

seven normal aduit resting breast specimens were

stained in parallel to provide external controls

(e.g., adult rnammarv mvoepithelial and luminal

ceils). Ail controls provided satisfactorv resuits.

Immunostaining vas donc on a Dako (Carpinteria,

CA) Autostainer Universal Staining Svstem 3400 or

manuallv; each antibodv vas applied simulta

neouslv on one section from each case to minirnize

Table 2. Primary antibodies for irnmunohistochemistry

Primary
antibody Target Manufacturer Dilution Specifications

Dako (Glostrup,
SS2/36 CD1O Denrnark) 1:400 F, EnV

Neomarkers Inc.
437R CD29 (Frernont, CA) 1:100 P, EZ, EnV

BQ16 CD49f Dako 1:5 f, EnV

Serotec Ltd. (Oxford,
450-9D CDIO4 UK) 1:100 F, EnV

P, MO,
LLOO2 KRTI4 Serotec Ltd. 1:10 LSÀB2

P, MO,
F3 KRT17 Dako 1:20 LSAB2

RCKIOS KRT19 Dako 1:100 P, EZ, EnV

V9 Vimentin Dako 1:100 P, MO, EnV

1A4 Œ-S1’vIA Dako 1:500 P, EnV

DÀK-S100b/2 S100I Dako 1:400 P, MO, EnV

4A4 p63 Neornarkers Inc. 1:20 P, EnV

C1V22 CoIIIV Dako 1:25 P, EZ, EnV

LH7.2 Cou VII Serotec Ltd. 1:5 f, EnV

Chernicon Int’l Inc.
P3H9-2 LN5 (Temecula, CA) 1:50 F, EnV

400 F. JoLlcoEt’R ET AC.
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Figure 1. Second trimester
fetal breast in light micros
copy. General overview of a
mammary rudiment at 18
wk of gestation (A; original
magnification: x 100) and
0f e mammaty rudiment at
21 wk of gestation (B; origi
nal magnification: x 100). In
the latter, the basal aspect
of the primary bud (C; origi
nal magnification: x 400)
gives rise to secondary pro
jections with slender stalks
and bulbous ramified ends

(D; original magnification:
X 400).

sections acted as additional controls for one anoth

er). Secondary/tertiary reagents from commercial

kits (EnVision kit or LSAB2 petoxidase kit, Dako)

were applied according to the manufacturer’s

guidelines. Diaminobenzidine (DAB; Sigma Chem

ical Co., St. Louis, MO) was used as the chromo

gen, and hematoxylin (1:2) as the counterstain.

Ail pictures were taken using an AxioPlan

2/Axiocam imaging system (Cari Zeiss, Gottingen,

Germanv); ail images captured using the imaging

systems software were cropped with Corel PRO

TO-PAINT9 (Corel Corporation, Ottawa, Canada),

resized and assembled in composites (but flot oth

erwise altered) with Core1DRAW9.

RESU LTS
Macroscopic examination
The mammary rudiments of 18-wk-old fetuses pre

sented as small, translucent-to-whitish, fleshy

puncti of a fraction of a millimeter in diameter.

Although the rudiments from older specimens

were slightly larger and, usually. readily palpable,

they were flot associated vith significant elevations

of the surrounding skin—even at 25 wk.

Histology
B’ LM, numerous branching blood vessels sur

rounded the mammary rudiments; hair follicies,

sweat glands, and sebaceous lobules were absent

in the vicinity of the latter. Each rudiment was

surrounded by several iayers 0f mesenchyme

which seemingly extended from the skins surface

to the underlying musculature; the mesenchyme

away from the rudiments vas loose and contained

distinctive large aggregates of clear celis (possibly

immature subcutaneous fat deposits).

In the specimens of 18 and 20 wk of gesta

tional age (GA), each mammary rudiment con

sisted of an isolated, roundish collection of ecto

dermal cells surrounded by a layer of highly

cellular mesenchyme. Despite their smali size—not

much larger than hair follicles—these “pi-imary

buds” (PBs) already contained two distinct cell

populations: a central population (central PB celis)

and a peripheral population (basal PB celis). In the

superficial portion of the PBs, these centrai and

basal subpopulations were in physicai continuity

with the upper and basal layers of the skin, respec

tivelv. The central cells were large, round to poly

gonal; their clear cyiopiasm typicaliv contained an

eccentric roundish and small nucleus. In contrast,

A B

technique-linked biases vithin the study (the cases’
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most basal PB celis were columnar celis with a

centrallv positioned ovoid nucleus of intermediate

si ze.
The PBs of cases F2 and F3 (18 and 20 ‘k GA;

as illustrated for case F3, 20 wk GA, in Fig. lA)
disclosed iiiegular shapes owing to the develop

ment of baso-lateral protuberances; in the latter,
basal cells often adopted a pseudo-stratifiecl dispo

sition. We assume that these protuberances likelv
evolved into the vell-formed mammarv projec

tions observeci in our two older fetal specirnens of
21 and 25 wk of GA (as illustrated for case F4, 21

wk GA, in fig. lB—D). Small collections of tightlv

packed suprabasal PB celis were sometimes seen at
the origin of these projections (one visible in Fig.
2A1, and two in Fig. 2E2). The projections pene
trated deeplv into dense and often highly vascular

ized mesenchymal lavers found underneath the en
larged PBs of the mot-e mature specimens. Prior to
lumen formation, basal ceils vere distinguished
from central cells in most of the slender “projec

tion stalks” (PSs) (see Fig. 2E2—K2), but also in

most of the bulbous and ramified “projection ends”
(PEs) (like that seen in Fig. lB). In PSs, a central

cote of ovoid to polygonal central cells disclosed

slit-like spaces (possibl nascent lumens); a single

regular row of cuboidal (or slightly flattened) basal
celis delimited the PSs. The basal PS cefls were

consistently smaller than the central PS celis. In
PEs, the cells occupying a central versus a basal

position did not differ markedlv from one another

morphologically. Less cell—ceil cohesion vas ob

served between the central and basal cells of PEs
than between those of PSs or PBs.

The PBs, protuberances and projections from

ah specimens were surrounded by a continuous

basement membrane; in cases f4 and F5 (21 and
25 wk GA), the thickness of the basement mem
brane vas less uniform around the projections,
especially in PEs, i.e., the basement membrane

was verv thin around the distal portion of the PE in

Figure 1 D (on the left), but verv thick around its
proximal portion (on the right).

Aside from an age-related increase in size, the

PBs from ail the fetal breasts disclosed no other
obvious age- or sex-relatecl distinctive morpholog
ical features. However, one slight difference vas

obsenecl between the secondarv projections of the
fetal male breast of case F5 and the fetal female

breast of case F4: several PSs in case F5 seemed

thinner than the PSs seen in the mamrnarv rudi

ments of case F4 (despite F4 being approxirnately 4

vk vounger than the 25-wk GA F5).

As seen in Figure 1, the mesenchymal layer in

direct contact vith the PBs of ail specimens, and

the proximal portion of projections in older speci

mens, tended to be highly cellular; it seemed less

vascularized and collagenized than the remainder

of the ntdiment-associated mesenchymal layers.

for example, in cases f4 and F5, blood vessels

closely surrounded cadi rudiments PSs and PEs,

but not its PB.

Immunohistochemistry
The antigenic properties of basal PB celis were

remarkably constant in the PBs from cases Fi to

F5. As summarized in Table 3 and illustrated in

Figure 2, basal PS and PE cells—cases F4 ancl

F5—disclosed antigenic profiles different front one

another (intra- and interspecimen differences);
their respective profiles also differed markedly

from that of basal PB celis.

Cett nteinbrane antigelis

In cases FI to F5, most basal P3 ceils remained

svstematicallv negative for CD1O (Fig. 2M, A2).

Although nuil in the mammarv projections of case

F4, CDIO immunoreactivity vas observed in case

F5 in several basal projection cehis and in a small

groctp of suprabasal P3 celis associated with the

origin of a projection (Fig. 2A1).

Staining for CD29, CD49f, and CD 104 vas

moderate-to-strong anti predominantlv, but flot cx

clusively, basal. The staining for each antigen vas

basallv polarized vithin must basal epithelial ceils,

although more clearlv so for CD29 (Fig. 2B1, B2)

than for CD49f (Fig. 2C1, C2) or CDIO4 (Fig. 2Dl,

D2). In the mammarv rudiments, the nuclei of

most central and basal cells stained for CD29,

while only a fraction and almost none reacted for

CD49f and CD 104, respectivelv. In the suppotiing

mesenchvme, blood vessels reacted strongh

against ail three integrin subunits.

Cvtoptasnzic antigetis

At 21 wk GA, basal PB and PS ceils were moder

atelv to stronglv reactive for KRT14 (Fig. 2E1, E2);
basal and central PE celis reacted unevenly and

weaklv against this antigen, while most central PH

402 F. JocicorcE ET \L.



)cX”’ -4

ceils remained unstained. In the overlying skin,
KRTI4 immunoreactivitv vas confined to basal
celi lavers. In contrast, staining for KRT17 xvas
extensive in the mammarv rudiments, although

flot in PEs (fig. 2F1, F2). In the skin, KRT17 im
munoreactivity was predominantly basal; in con
trast, both the basal and central ceils of the mam
marv PBs and PSs reacted stronglv with KRTI7.
The staining faded abniptly toward the PS/PE
junction, becoming almost imperceptible in PI
ceils. KRI17 immunoreactivity vas typically pan

cvtopiasmic in most fetal mammarv epithetial
celis, but there vas no obvious basal polarization
of the staining in basal PS cells.

KRT19 immunoreactivity \vas nuli in the clp

per lavers of the skin and in severai ccli popula
tions of the mammaiy rudiments; indeed, most
central P13 cells, basal PS cells, and PE cells—both
central and basal—remainecl unstained (Fig. 2G1,
G2). The distribution of the KRTI9 staining vas
identical in the basal cells of the skin and in basal

PB celis, these cells disclosing a moderate pan

cvtopiasmic staining with a variable degree of

basal polarization. At the PB/PS junction, an area
where the central and basal ccii compartments
seemed to merge, staining for KRTI9 became
strong in ail epithelial cells and \vas no longer
poiarized. KRT 19 immunoreactivi ty clearlv

switched from being confined to the peripheral ceil
compartrnent of the P13 to being confined to the
central cdl compartment of the PSs. The mesen
chyme in ail our specimens remained negative for
KRT14, KRT17, and KRT19.

At 21 wk GA, only occasional suprabasal celis
stained for virnentin in PBs (Fig. 2H1, H2) while
most projection cells did, although uneveniy. In
deed, vimentin immunoreactivity tvpicaily in
creased toward the distal end of projections and
vas consistently stronger in basal than in central
celis. M esenchymal ceils reacted extensiveiy
against this antigen, both in the vicinity and away
from the fetai mammarv rudiments.

While the blood vesseis suirounding mam
marv rudiments teacted extensivelv against
n-SMÀ, oniv weak-to-moderate staining vas ob
served in a fraction of mammarv projection cells
from cases F4 and F5. The staining, conbned to
basal celis near PS/PE junctions in case F4 (Fig.
211, 12), was onlv slightiv more intense and exten

sive in case F5. n-SMA imrnunoreactivity was con

sistentlv nuli in the PIs of our fetal breast speci

mens bLit verv strong in mesenchvmal blood

vessels.

At 21 wk GA, S10013 immunoreactivity vas

mostiy nuclear and predominantiy observed in

basal projection cells; as illustrated in Figure 211

and 12, the staining vas verv weak upstream from

the PS/PE junction of a projection from case F4.

Occasional mesenchy mal eiements reacted with

S1OO3 around the fetal mammary rudiments.

NttcÏear antignls

The nuclei of many fetal basal epithelial ceils

stained variabiv for p63 in the skin, in the mam

mary PI, and in mammarv protuberances/projec

tions (Fig. 2K1, K2). Some central PI celis were

p63-positive, whereas in projections, p63 immuno

reactivitv vas strictly confined to basal celis. Along

the basal aspect of the skin, of PBs, PSs, and PIS,

the staining properties of celis involved in horizon

tal or vertical tandems were sometimes identical,

but sometimes also strikinglv different (as ilius

trated in the insets of Fig. 2Kl, K2).

Basenieut îizenbra;ie antige;is

Staining for CoilIV was continuous and linear

around the mammaiy rudiments examined (appar

entlv concentrated in the lamina densa of the base-

ment membrane); however, in our two older spec

imens, its distribution seemed more heterogeneous

around mammarv projections (Fig. 2Ll, L2). For

example, in case F4, CollIV staining vas markedly

enhanced at a PS/PE junction (Fig. 2L2) where the

basement membrane seemed thickened on a par

allel HPS-stained section (Fig. 1D). Many mesen

chvmal basement membranes reacted strongly for

CoilI\J as well. In contrast, in cases Fi through F5,

staining for CollVII was specific to epithelial base-

ment membranes; strong Co11WI immunoreactiv

ity lined continuously the basal aspect of ail PIs

and rnammarv protuberances/projections exam

mcd (Fig. 2M I, M2), as weii as the basal aspect of

the skin and its adnexae.
Finaliv, stmng LN5 immunot-eactivitv vas

generallv observed aiong the basal aspect of the

mammarv rudiments, ot the skin, and of the biood

vessels of our fetai specimens (Fig. 2M, N2).

Around the PEs ot cases F1 anci F5, the staining

associated vith the basernent membrane tended to
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decrease slightlv (fig. 2N2) while the cytoplasrn of
the basal celis resting on it seemed enriched in
immunoreactive LN5.

DISCUSSION
Morphological considerations
Most studies on the development of the fetal breast
in utero have provided data based on the GA—
ascertained by the date of the last menstnial peri
od—of their specimens [10—17] rather than on fe
tal measurements (e.g., cranio-caudal length [18],
foot length [19]). The “clinical gestational age” of
our cases xvas concordant vith their cranio-caudal
and foot lengths; these data are included in Table I
to facilitate comparison with the recent and older
literature, including Hughes’ impressive cohort of
70 human embrvos and fetuses published in 1949

[18].

Prior to lumen formation, central and basal
ceils were easily distinguishable in most portions
of our second trirnester fetal breast specimens, an
observation made by others using electron micros
copy [10, 13] or LM [16, 17]. AIl basal epithelial

ceils of the rudiments examined rested on a con
tinuous basement membrane, as previously re
ported [10]. In the literature, the existence of well

formed secondary mammary projections (seen in
cases F4 and F5) was seldom docurnented in com

parable specimens [10, 11, 16, 17, 1$]. Hughes, in
bis study of breasts of 150—185-mm fetuses [18],
lias suggested that ‘nodules” initially investing the
mesenchyme should be regarded as nipple primor
dia: according to him, onlv the secondary “cellular
outgrowths” first seen in older, 150—185-mm, em

bryos (structures identical to the mammaiy projec
tions in cases F4 and F5) are genuine ;iianiman’
gland primordia. Our findings tended ta support
this statement: 1) breasts between 18 and 20 wk GA
comprised only PBs with increasinglv inegular
basal contours, whereas the 21- and 25-wk speci
mens disclosed well-forrned mammarv projections
identical to the “cellular outgrowths” first seen by
Hughes at comparable developmental stages; 2)

the P3s were alwavs interposed between the mam
marv projections and the skin, i.e., thev occupied
the position of the nipple in relation ta the mature
breast parenchyma; 3) unlike the PBs which pre
sented as roundish solid structures in alt speci
mens, the projections were slender cellular out

growths disclosing central clear spaces with

branching bulbous ends and thus mimicked the

structure of mature mammarv ducts and terminal
ductal-lobular units (TDLUs); 4) signs suggestive
of a reorganization of epithelial compartments

(merging of the cdl layers and loss of their cells’

distinctive centrallbasal-like morphological fea

tures) were prescrit at the “PB/mamrnary projec

tian” junction but flot at the “skinlPB” junction: 5)
unlike the projections which “invaded” the differ

ent layers of mesenchvme sulTounding the rudi

ments [17, 20], enlarged PBs onlv seemed able ta

push away, without penetrating, the dense and less

vascularized mesenchyrnal laver that immediatelv

surrounded them; 6) unlike the long axis of the

basal projection cells (and of most ductal MECs in

the adult breast), the long axis of basal PB cells was
typically perpendicular ta the epithelial basement

membrane.

Since IHC results obtained for CDIO, KRTI9,

vimentin, a-SMA, and SlOOj3 in cases F4 and F5

(described later) also supported the idea that pre

cursors of mammaiy LUCs and MECs should be

sought in secondarv projections of second trimes-

ter breast specimens—not in their PBs—we pro

pose that: 1) the basal PE ceils in projections of

cases F4 and F5 were liketv ta represent early MEC
precursors; 2) basal cells at PSIPE jonctions and in

the distal balf of PSs probabh represented increas

inglv differentiated MEC precursors; and 3) basaI

ceits in the proximal half of PSs were probably the
most mature form of MEC precursors prescrit in

the second trimester fetal breasts examined in the
prescrit studv. The continuous basement mem

brane sulTounding the projections disclosed thick

Figure 2. Immunohistochemical staining of the basal ep
ithelial celis of second trimester fetal breasts. Staining
patterns observed in primary buds (Al—Ni) and projec
tions (A2—N2) of the mammary rudiments for CD1O (Ai,
A2; top A2 inset: at 21 wk; bottom A2 inset: at 25 wk);
CD29 (Bi, 82; 82 inset: the projection end [PE]); CD49f
(Ci, C2); CD1O4 (Di, D2); KRT14 (El, E2; P5 in the E2
inset); KRT17 (Fi, F2; P5 in the F2 inset); KRT19 (Gi, G2;
PE in the G2 inset); vimentin (Hi, H2); alpha-smooth mus
cle actin (a-SMA) (Il, 12); SiOOl3 (ii, J2); p63 (Ki, K2; in
insets Ki, K2, tandems of celis disclosing opposite stain
ing properties, original magnification: x 500); CoIIIV (Li,
L2); CoIIVII (Mi, M2); LN5 (Ni, N2). Original magnifica
tian: X 400 unless specified otherwise.
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ness variations consistent with the last three as

sumptions: almost imperceptible under basal PE

celis, the basement membrane thickened markedly

at the PS/PE junction, suggesting that important

stages of the mvoepithelial differentiation process

might take place at this anatomical site, to finally

become unïformly thin and straight around the

PSs.
It bas been stated that lumen formation most

probablv begins during the third trimester of preg

nancv [14, 19] because no clear spaces were dis

cemed among the epithelial ceils of the 16—23-wk

fetal breast specimens studied. However, we and

others [10, 11] documented that relativelv well

defined lumens were already present in projection

like (but flot PB-like) structures of mamrnary ru

diments at tbe end of the second trimester of

gestation (e.g., Fig. 2G2, H2). Because this discor

dant conclusion was based on the study of “breast

buds” which apparently lacked projections (no

mention, description, or illustration of projection

like structures vas made in these studies), these

specimens might have been studied at earlier de

velopmental stages than ours due to “gestational

age”-induced errors, or alternatively, confusion be

tween ,iippÏe and nrnnnnarv gÏaizd primordia could

explain this discordance. During rodent mamma;y

morphogenesis, a corr&ation reportedlv exists be

tween the phenomenon of mammary branching

and tbat of lumen formation [21]; our LM obser

vations indicated that these phenomena might be

similarly related in humans.

Unlike the mammary glands of rodents [22,

23], mammary glands in humans are thought to

disclose no sexual dimorphisms in utero [11, 19].

For reasons discussed above, we interpreted the

absence of morphological differences between the

PBs of the male fetal breast specimens (cases Fi

and F5) and those of the female specirnens as an

indication that immature nipples disclosed no oh

vious sexual dimorphism—a resuit not inconsis

tent with the fact that nipples are well-developed in

both sexes at rnaturitv. Due to the paucitv of cases

available, however, it would be premature to at

tribute anv particular significance to the fact that

the PSs in the older male fetal breast specimen

(case F5) seemed consistentlv thinner than those of

a slightlv younger female specimen (case F4). Al

though conceivablv the resuit of a sectioning arti

Table 3. Immunohistochemical resuits in basal

epithelial ceils and the associated basement

membrane of second trimester fetal breasts’

Primary Projection
Target bud stalk

CD1O —
—

Si OOp

P63

N

CoIIW +

3M, CM5

ColIWI + + +

BM, CMb,
CYb

LN5

CM, CY

+++

CM, CV
+++

CM, CY

+++

CY, CYb

+++

CMb, CV

—1+

CY

++

CY

—1+ or +1+ +

CY

fact, this finding vas nonetheless suggestive of

mild sexual dimorphisms between male and fe

male breast specimens at the end of the second

trimester. The fact that nipple primordia might

bave been mistaken for rnammarv gland primordia

in prior studies of fetal breasts could explain whv

mild dimorphisms have not ‘et been described in

CD29 ++ ++

CMb

CD49f +++

CM5, CY

CDYO4 +++

CMb, CY

KRTI4 ++

CY

KRTI7 +++

CMb, CY

KRTI9 ++

CMb, CY

Vimentin —

a-SMA —

Projection
end

— or +

CM, CY

+

CM, CY
+++

CM, CY

+++

CM, CY

CY

—1+

CV

++

CY

—1+ or +J++

CV

++

N

—1+

N
+

3M, CMI,

+++

—1+

N

++

BM, CMb

+++

+++

BM, CMb,
CYb

BM, CMb, CYb 3M, CMb, CYb

+++ ++

3M, CMb, CYb 3M, CMb, CYb

intensitv of tire staining: —. nuit -1-, weak; -f-f. moclerate; + + -f. strong.

Distribution pattern at the cellular lerel: BM, basement membrane; CM,

ccli membranes; cx’, cvtopiasm; N, nucteus; b, basal poladzation. In

traspecimenlintrasubdivision variations are designated by siashes; “or”

indicates that interspecimen variations were obset-ved.
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fetal human mammarv glands as opposed to that
of rodents.

Immunohistochemistry
According to the literature [24—26] and personai
observations (manuscript in preparation), staining
for CD1O—also referred to as CÀLLÀ, NEP—is
specificallv observed along the apical and lateral
membranes of MECs in the aduit breast paren
chvma; in the mammarv gland ot infants, staining
for CD1O lias been described as uniform and con
fined to basal mammarv epithelial cells [27]. In the
present studv of fetal breasts, staining differences
vere observed between cases f4 and f5, i.e., CDIO

immunoreactivitv vas only seen in the basal pro
jection ceils of the latter. Although these differ
ences were rnost likelv age-related, the possibility

that thev rnight have been sex-related (case f4!
female at 21 wk GA versus case F5!rnale at 25 wk
GA) cannot be cornpletely niled oui. In the adult
breast parenchvma, basal mamrnarv epithelial
cells unreactive for CD1O are confined 10 the lac
tiferotis sinuses found in nipples [28]; the absence
of CDIO immunoreactivitv in the basal P3 ceils of
ail our fetal specirnens frirther supported the con
cept that most PB cells probablv give risc to nipple

basal ceils i-ather than become tvpical mammarv

MECs.

In the adult breast parenchvrna, staining for
CD29, CD49f, and CDIO4—also respectivelv

known as the f31, the a6, and the (34 integrin sub
units—is known to be stronger and moie uniform

in MECs than in LUCs [29—3 1]. Our results are in
accordance vith CD29 being a sensitive but non
specific marker of myoepithelial differentiation in
the parenchvma of fetal breasts [32]; as reported

previouslv in infant breasts [33], the staining pat
terns xve observed in fetal breasts for CD49f and
CD 104 were verv sirnilar to that obtained for CD29.
The concomitant basal polarization of these anti-

gens wiihin the basal epithelial cells of our speci
mens suggestcd that second trimester mvoepithe

liaI precursors might alreadv be activelv involved

in the mediation of epithelial-mesenchvmal inter
actions through CD49f-containing integrins. As re
centlv reviewed [7], CD49f!CD 104 dimers seem
able 10 plomote actin-based cdl migration or, con
verse1, promote IF-dependent ccli immobilization
and dittèrentiation through herniclesmosome for-

mation [34]; ‘e propose that in fetal breasts, these

extracellular matrix (ECM) receptors might pro

mote both processes simultaneoush, but in the

basai celis of PEs and in the basal celis of PSs,
respectivelv. Finallv, the fact that the basal lavers

of the skin and of the mammarv rudiments dis

closed sirnilar staining patterns for CD29, CD49f,

and CD1O4 supported the notion that these inte

grin subunits are crucial for earlv differentiation

events common to several basal epithelial ccli

types, including die human marnmarv mvoepithe

lial precursors.

In the adLdt bteast parenchyma, staining for

KRTI4 is predominantlv rnvoepithelial [35, 36].

The acquisition of KRT14 expression by the basal

ceils of complex epitheha seems to be coordinated

with their ability to stratify [37, 38]. Data regarding

the onset of KRTI4 expression in basal epithelial

ceils of the human fetal breast are scarce and often

discordant between studies. Anbazhagan and col

laborators, in their immunohistochemical study of

fetal breasts [14], found no immunoreactive

KRT14 in the breast buds of their 16—23-wk GA

specimens; as heterogeneous KRT14 expression

also seemed delaved in the basal cdl population of

the infant breasts thev examined, these authors

concluded that keratin expression is therefore n

late rnarker of the basal mammarv epithelial cdl

population. In contrast, the breasts of several fetal

specimens studied bv Howard and Gusterson [16]

reacted with KRII4: KRT14 immunoreactivity

vas observed in the basal mammary epithelial celis

of fetuses of 28 wk GA and beyond, but not in those

of breasts “at the bud stage” of I 8-wk-old fetuses.

At first glance, the conclusion reached by Anbazha

gan and collaborators seerns to contradict these

latter observations, and ours. Because, as men

tioned eariier, the “breast buds” described bv An

bazhagan and collaborators were apparentiv de

void of secondarv projections, ‘e propose that

these seeminglv opposing findings rnight result

from gestational age-induced errors.

KRTI7 expression is found in simple and

complex epithelia but, in the latter, k is tvpicaflv

confinecl to basal cdl lavers [3$]. In the aduit

breast parenchvma, KRT 17 immunoreactivit is

predominantlv ravoepithelial [35, 39]. In this

studv, the differences observed between the fetal

staining patterns for KRT14 and KRTI7 indicated
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that these keratins might serve distinct phvsioiog

icai raies during the maturation of the mammarv

epithehum and the differentiation of the mvoepi

theliai phenotvpe. Ouï staining resuits for KRT17

in second trimester fetal breast specirnens were

consistent with the asscltTlption that actively pro

liferating epithelial ceils stronglv express this ker

atin.
The tissue distribution of KRT19 is unusual

in that it is flot confined ta simple or stratffied

epithelia. In the latter, it can be predorninantly

apical or, on the contrary, exclusivety basal, such

as in the skin [40]. KRT19 immunareactivitv tends

ta be strang but uneven in LUCs of aduit breasts,

whereas it is tvpically absent fram the mammarv

rnvoepithelial compartment [35]. The fact that

basal P3 and skin ceils disclosed similar staining

patterfis for KRTI 9 suggested that bath ccii types

might use KRTI9 in a similar fashion, possibiv ta

interact with the underlying basement membrane.

As KRT19 expression is exciusivelv “apical” in the

mamrnarv epithelium of adults whiie exclusivelv

“basal” in their skin—including the nipple epider

mis [41]—the staining patterns we obtained for

KRT19 in PBs versus in projections strengthened

ouï belief that these structures corresponded ta

nipple and mamrnarv gland primordia, respec

tivelv. Finafly, the distribution at immunareactive

KRT19 alang the PS and PE partions ofmammary

projections (sec Table 3 and Fig. 2G2) tvas consis

tent with hypothèses prapasing that KRTI9-posi-

tive rnammarv LUCs are derived fram initially

KRT19-negative precursors [42, 43].

In the aduit breast parenchvma, vimentin is

stablv coexpressed with keratins in MECs but not

in LUCs [28, 35, 36]; in most other ectodermai

derivatives, vhen present, its expression is an early

and tvpicallv transient cdl clifferentiation-relatcd

event [44]. The staining pattern ‘e obsen’ed for

vimentin in fetal marnmarv projections vas con

sistent with the notion that the expression of the

vimentin gène is growth-reguiated in humans [45],

but aiso seemed consistent vith the nation that

immature epithelial cells tend ta increase their

svnthesis of vimentin in cantexts where the estab

lishment of cell-to-matrix rather than cell-to-cell

contacts is needed [46]; this would hkelv be the

case in the basal cells of elangating secandarv pro

jections during rnammarv morphogenesis. The

data published bv others an virnentin expression in

16—23-wk-old fetal “breast buds” [14] were identi

cal ta the staining results ‘e obsetvecl for this

antigen in P3s ancl, therefare, oppasite ta those tee

abtained in fetal mammarv projections. As men

tioned earlier, we believe this could resuit fom the

studv of fetal breast specimens younger than ours

or from a confusion between nipple and rnarnmary

gland primordia.

In the aduit breast parenchvma, a-SMA is

specificallv expressed bv MECs. As a result, during

the last twa decades, the clevelapment of increas

inglv specihc anti-a-SMA antibodies bas lcd ta its

recognitian as one af the most—if flot thc most—

wideh’ used IHC marker af MECs in breast pathal

ogv. Accarding ta some reports [14, 16, 17], fetal

basal rnaminarv epithelial cells first react with an

ti-a-SMA antibadies around or after mid-gestatian.

In the present studv, a-SMA immunoreactivity vas

alreaclv detectable at 21 and 25 wk GA in several

basal ceils of fetal mammarv projections. It should

be nated that the staining patterns obtained for

n-SMÀ in the PBs and in the projections of ouï

fetal specirnens resernbled those normally found in

the epithelium ot, respectiv civ, aduit nippies and

adult breasts.

The human SIOOB gene encodes a Sl00 pro

tein subunit, SlOOb, which can forrn homodimers

to produce the Sl00]3 member of the S100 familv

af calciurn-bincling proteins, or hetemdimers with

the subunit SlOOa encoded bv a distinct Sl00 gene

(S100A]). S1003 is thought ta be prefercntiallv

expresscd by MECs in the adult breast parenchyma

[47—49]. The limited distribution of immunoreac

tive SlOOfI in ouï fetai breast specimens, i.e., stain

ing confined ta the nuclei of basal projection celis,

\vas similar ta that which we have observed in

distal portions of normal adult resting breasts (per

sana] observatians). Baseci on thèse data, we sug

gest that strong S100 expression might be a trou

sient phenomenon during the earlv differentiatian

process af mammarv MECs. The transitory nature

of its expression could explain whv Si00 immci

noreactivitv seerned more intense in ai-cas assaci

ated with parenchvmal growth in fetal and adult

bieasts, and would be consistent with the reputecl

lack of sensitivitv of the “S100-protein” as a rnarker

of difiere,itiatcd maninarv I’tECs.
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The human TP63 gene encodes multiple ho
mologues of the wmor-suppressor piotein p53;
their pivotai fonction in epitheliai growth and re
generation processes [50, 51] indicates thev might
aiso play crucial i-oies in tumorigenesis. Members

of the p63 famiiy seern to be predominantlv—if not

exciusiveiv—expressed by progenirois (basailv-lo
cated stem/reserve celis) in the epithelium of many
human organs t52]; in the aduit breast paren

chvma, p63 immunoreactivitv is reportedlv con

fined to the ntic]ei of MECs whereas LUCs and

stromai ceils do not stain for p63. According to
rnodels of epitheliai stem ccii behavior [53—56],

svmmetricai and asvmmetricai ccii divisions aliow

multipotent epithelial celis to maintain their pop

ulation-size vhile giving risc to ftirther-differenti

ated daughter ceHs. Because of p63’s importance

for the processes of growth and repair in human

epithelia, we propose that the side-bv-side and one

above-the-other ceii pairs we observeci along the

basai aspects of fetai mammarv projections (insets

in fig. 2X1, K2) might be the results of recent

svrnmetrical and asymmetrical mitotic events oc

curring arnong bipotent progenitors or mvoepithe
liai-committed progenitor/transit cefls.

The acluit breast parenchvma rests on a con

tinuous basement membrane reactive \vith Co11IV.

it bas been suggested that marnmary MECs are

responsibie for its synthesis, deposition and enzy

matic turnover [57, 5$]. The resuits ve obtained

for ColiIV in our fetal breast specimens were in

accordance with comparable data previousiv pub

hshed [15]. The fact that staining for ColiIV

seemed markecllv enhanceci at a PS/PE junction

sciggested that MECs precursors probabiy undergo

important steps of their maturation process at the

PS!PE junction of projections. This wouid be con
sistent with the observation that the mammarv
basement membrane becomes thicker as mvoepi

thelial ciifferentiation progresses [59], and vith

data published on the impacts of Coll[V deposition

cluring eariv deveiopmental stages of the human
breast [15, 60].

CoilVil is referred tu as a “minor coilagen”

because it can oniv be found on the ECM side of

epitheliat basemen t membranes where j t assembles

into hemidesmosome-reiated hlamentous stnic

turcs known as “anchoring fibrils.” Whether its

svnthesis at the epitheiiai-rnesenchvmai junction

of the aduit breast [61, 62] is restricted to MECs

[63] remains to be clarified. In our fetal specirnens,

staining for Cou Vil was extensive aiong the basal

aspect of the mamrnary rudiments’ PBs, PSs, and

PEs, but aiso along that of the skin and its adnexae;

according to our restiits, Coil\II might thus repre

sent a marker of basai positioning and/or of eariy

basai differentiation in human epitheha rather

than a marker specific for ceils of the human mam

marv mvoepitheliai hneage.

Several studies suggest that MECs might be

the onlv epithehal ccli type able to svnthesize lami

nin chains of the “alpha” type in aduit breasts [64];

hence, MECs vou1d theoreticaiiy be the oniy mam

maty epitheliai ccii type abie to synthesize, assem

ble, and deposit larninins such as LN5 (aiso re

ferred tu as “epiligrin” or “kalinin” in some

studies) in the basement membrane they rest on.

Mature LN5, the hgand of manv integrins—inciud

ing CD49f/CD29 and CD49f/CD1O4—promotes

hemidesmosome formation in various basai cpi

thehal ccli types and is thus crucial for epithehal

mesenchvmai cohesion in manv organs [65]. In

conttast, immature or tnincatecl forms of LN5

have recentiy been shown to prornote epithelial

ccii migration through stili incompietelv under

stood molecuiar rnechanisms [66]. The resuits we

obtained suggesteci that several epithehai and mes
enchymal ccii populations of fetai breasts were

abie to svnthesize LN5 anci sectete it in a polarized

fashion despite their relative immaturity. The fact

that staining for LN5 was weaker and more diffuse

around PEs than around PSs suggested that basai

PE celis might have been exposed tu a greater

concentration of newiv svnthesized/deposited—
im rnature—immunoreact ive LN5 than basai PS

ceils. Mthough detectable bv IHC aiong both the

PEs and PSs of third trimester fetal projections, we

propose that in its immature and mature forms,

LN5 vas possibiv able tu simuitaneousiv promote

the penetration of the stroma bv the basal ceils of

the PEs and the imrnobiiizatton and diffetentiation

of basai cells in the PSs.

Myoepithelial differentiation in utero
Our LM observations and IHC resuits for vimentin,

n-SMA, and Si00l in second trirnester fetal

breasts’ PBs and projections suggesteci that oniy

the latter constituted truc mammarv tissue. The
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basal epithelial ceils of the projections, rather than

those of PBs, vere thus considered to be genuine

precursors of the hurnan marnmarv myoepithelial

lineage. According to our resuits, their differentia

tion process could be o strictlv spatiotemporal

regulated phvsiologicai process.

Our 1HC resuits suggested that MEC prolifer

ation and MEC differentiation preferentiallv oc

cuiTed at a precise topographie location of the

hurnan mammary parenchyrna: the PS/PE junc

tion, a portion of the projections very similar to the

constrictecl neck region of “end buds” where

growth rates are known to be the highest in fetal

rat mamrnarv glands [23]. Indeed, in this area of

the projections not visible associated with changes

in the composition of the supporting mesenchyrne,

major changes in the phenotype of basal ceils were

systematically observed. Namely, at or upstream

from the PS/PE junction, basal projection celis

adopted LM anci IHC features more typical of ma

ture MECs as they coexpressed KRTI4, KRT17,

virnentin, and n-SMA while rernaining negative for

KRT19. The staining intensity variations observed

for these antigens along the projections strongly

supported the intuitive idea that the basal celis in

PEs were less mature thon ‘chose found more prox

irnally, along the PSs.

While the staining for CDY0 and a-SMA be

carne more intense in basal projection cells be

tween wk 21 and 25 of gestation, staining for CD29,

CD49f, and CD1O4 remained uniform and consis

tently strong; hence, even in verv earlv stages of

their differentiation, celis of the hurnan mamrnary

mvoepithelial lineage seemed more likely than

those of the mammarv luminal lineage to plav ac

tive t-oies in integrin-mediated epitheiial-rnesen

chymal signaling. Interestingly, along fetal projec

tions, clear spaces became centrally located, the

basement membrane became moi-e uniform, and

the first branching event took place, again, at ot

upstream from the PS/PE junction. These observa

tions fiirther suggested that, in hurnans, as in clogs

[67] antI rodents [68—70], mvoepithelial celis might

regulate several crucial aspects of the in utero pro

cess of normal mammaru morphogenesis. Finallv,

in the PSs of fetal breast specimens F4 and F5, the

basal aspect of mvoepithelial precursors and their

undei-lving basement membrane reacted stronglv

with the following “hemidesmosorne-i-elated” anti-

gens targeteci in this studv: the integiin subunits

CD29, CD49f, and CDIO4 (ECM membrane-bound

receptors), KRT 14 (cvtoplasmic constituent), Col

11V (extracellular anchoring plates), CoilVil (extra

cellular anchoring fibrils), and LN5 (extracellular

anchoring filaments); this also supported an carie

implication of the mvoepithelial lineage in the me

diation of local epithelial-mesenchvmal interac

tions.
It should be noted that mvoepithelial precur

sors of second trimester fetal breasts already dis

closed IHC features of mature MECs which have

been associated with ceÏlular multipotencv in hu

man epithelia: 1) immunoreactivity for CD1O, a

mar-ker of epitheliai progenitors [9, 25, 71]; 2) 1m-

rnunoreactivity for KRTI7, a marker of epithelial

hvperproliferation suggestive of an incomplete cell

differentiation status [44, 72, 73]; 3) immunoreac

tieity for p63, a recentlv described marker of epi

thelial progenitors [8, 74—76], and 4) the coexpres

sion of vimentin antI basal keratins, believed by

manv to be an indicator of immaturity in epithelia

[44, 53, 77—79]. Whether these mvoepithelial fea

turcs are required to create a microenvironment

suitable for the sunival of breast stem cells during

adulthood or whether they inclicate that MECs are

themselves multipotent celis rernain unresolved is

sues.
From a more technical standpoint, our IHC

tesults in tissue samples from tetal breasts sup

ported the notion that keratins should probably be

regarded as markers for differentiation programs

rather thon ccli lineages [40, 44, 46, 72]; they also

illustrated the high speciflcitv of Co1IV1I for human

epithelial basement membranes, vhich contrasted

markedlv vith the u nspeciflc cl istribu tion patteras

obtained in the same specirnens for ColtIV and

LN5.

Myoepithelial differentiation in fetal versus
aduit breasts
\Ve noted ‘chat while the basal PS cells of fetal

breast specirnens F4 antI F5 shared manv features

ot mature mammarv MECs found in the clucts of

adult breasts, the strong reaction obtained for vi

mentin in basal PE celis vas more typical of the

phenotvpe oC MECs seen in TDLUs oC adult

breasts. Other sirnilarities between the latter two

cdl types’ phenotvpes included a veak cvtoplasmic
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reaction for KRTY4, and nuclear staining for

S1003 (weak) and p63 (strong).

The sirnilarities we obsen’ed between the

MECs of ducts and TDLUs from mature breasts

and basal PS and PE celis of fetal projections,

respectivelv, seemed to support the concept that,

after pubei-tv, sustained mammary parenchvmal

growth takes place mainly in distal portions of

aduk resting breasts. However, because most basal

PE cells did not stain for ix-SMA (Oie MECs of

ducts and TDLUs react stronglv foi- a-SMA in the

adult breast parenchvma), our data suggested that

the process of mvoepithelial diffèrent iation in ma

ture resting breasts might not be exactly the same

as that which takes place before birth in mammary

rudiments [14, 80].
In conclusion, the findings of the present

studv on the attributes of fetal precursors of mam

mary nivoepithelial ceils suggested that mammary

mvoepithelial differentiation is a complex, tightly

time- and space-regulated process, ancl that several

IHC markers of MECs (antigens that are smooth

muscle-related or flot) could prove valuable for

research and diagnostic applications. Several of

the antibodies used here were previouslv used, ei

ther alone or in various combinations, in studies

characterizi ng neonatal myoepithelial cells; in the

present study, we believe they were used simulta

neously for the first time—along vith antibodies

against p63 and LN5—on serial sections of uni

formly prepared and processed second trirnester

fetal breasts. Because MECs are located at the

rnammary epithelial-mesenchymal interface—a

phvsiologicalh’ strategic position in a complex

gland which periodically continues to grow

throughout adulthood—we believe that a better

understanding of their differentiation process

might provide, in addition to valciable insights into

breast disease, data particularly relevant for the

nascent 6eld of artihciallv produced human tissues

and organs.
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