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Résumeé

Les récepteurs cannabinoides (RCB) sont des récepteurs membranaires qui font partie de la famille
des récepteurs couplés aux protéines G. Plusieurs preuves expérimentales appuient I'idée que les
cannabinoides seraient impliqués dans les voies de signalisation régulant la prolifération, la survie des
cellules cancéreuses, I'angiogenése ainsi que l'invasion tumorale. L'objectif de I'étude était de mesurer
I'expression des RCB1 et RCB2 dans les tumeurs mammaires; et leur association avec les facteurs
pronostiques connus du cancer du sein; et d’évaluer la survie globale, la survie sans récidive et la
survie sans événement. Cette étude a été réalisée dans une cohorte de 522 femmes provenant de la
banque de tissu du Centre des maladies du sein (CMS) diagnostiquées d’un cancer du sein invasif
non métastatique et ayant eu une mastectomie entre le 1¢r décembre 2010 et le 30 avril 2012 au CMS
a I'hopital Saint-Sacrement a Québec, au Canada. L’expression des RCB a été mesurée par
immunohistochimie. Des corrélations de Spearman ajustées ont été estimées et des modeles de
risques proportionnels de Cox multivariés ont été utilisés pour estimer la survie. Cette étude a permis
d’évaluer I'expression des RCB dans le tissu cancéreux mammaire. Plus I'expression du RCB1 était
élevée, plus 'atteinte ganglionnaire était sévére (rs=0,11; p=0,0155) et plus le statut du récepteur 2 du
facteur de croissance épidermique humain (HER2) avait tendance a étre positif (rs=0,17; p=0,0002).
Plus I'expression nucléaire du RCB2 était élevée, plus le statut des récepteurs de I'cestrogéne (rs=0,17;
p=0,0002) et a la progestérone (rs=0,12; p=0,0084) avait tendance a étre positif, mais le grade tumoral
était moins élevé (rs=-0,17; p=0,0002). Une expression cytoplasmique élevée du RCB2 était associée
a 13% des récidives locorégionales et distance (HR=1,13 [0,97-1,33]), mais cette association n'était
pas statistiquement significative. Ces analyses ont probablement manqué de puissance statistique.
Les résultats suggerent que I'expression des RCB pourrait étre un marqueur pronostique pour le

cancer du sein.



Abstract

Cannabinoids receptors (CBR) are part of the membrane receptor G protein-coupled receptor family.
Experimental evidence supports the idea that cannabinoids, the active components of cannabis and
their derivatives are involved in signalling pathways regulating proliferation, cancer cell survival,
angiogenesis as well as tumour invasion. In the present project, the objective was to measure the
expression of CB1R and CB2R in breast cancer tissue. We then assessed the association between
breast cancer prognostic factors and the expression of CBR. In addition, we evaluated the expression
of CBR and overall survival, recurrence-free survival and event-free survival. This study was carried
out in a cohort of 522 women diagnosed with invasive breast cancer and who had a mastectomy
between December 1, 2010, and April 30, 2012, at the Centre des maladies du sein (CMS) at Saint-
Sacrement Hospital in the City of Québec, in Canada. Clinical and pathological characteristics were
retrieved from the CMS database for all women and CBR expression was measured by
immunohistochemistry. Adjusted partial Spearman correlations with prognostic factors were estimated
and multivariate proportional hazard Cox models were used. This study allowed to evaluate the
expression of CBR in breast cancer tissue. High CB1R expression revealed more severe lymph node
involvement (rs=0.11; p=0.0155) and the human epidermal growth factor receptor 2 (HER2) tended to
be positive (rs=0.17; p=0.0002). High nuclear CB2R expression showed that estrogen (rs=0.17;
p=0.0002) and progesterone receptors (rs=0.12; p=0.0084) tended to be positive but showed a lower
tumour grade (rs=-0.17; p=0.0002). High cytoplasmic expression of CBR2 was associated, with 13%
higher locoregional and distant recurrences (HR=1.13 [0.97-1.33]), but this association did not reach
statistical significance. These analyses might have been underpowered to detect associations. These

results indicate that CBR expression might be a prognostic marker for breast cancer.
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Avant-propos

L’objectif premier de ce mémoire était d’évaluer la survie des femmes atteintes d’un cancer du sein,
en lien avec I'expression protéique des récepteurs CB1 et CB2 sur des prélévements tumoraux
effectués lors d’'une chirurgie réalisée au Centre des maladies du sein. La mesure de I'expression
protéique des récepteurs a été effectuée par immunohistochimie. La conception de ce projet de
recherche a pu étre réalisée grace a la Dre Caroline Diorio qui a mis sur pied une banque de données
exhaustive permettant la recherche de qualité en épidémiologie. Accompagnée de ma superviseure,
elle m’'a également assistée dans la rédaction d'un article scientifique et dans la rédaction de ce

mémoire.

Le premier chapitre présente I'état des connaissances. Les études épidémiologiques portant sur
I'expression des récepteurs cannabinoides et le cancer du sein sont peu nombreuses. C’est pourquoi
nous avons élargi la recherche sur le sujet a tous les types de cancers. Le second chapitre correspond
a la méthodologie, au processus scientifique de sélection et d’analyse des données. Le troisiéme
chapitre présente les résultats des objectifs secondaires. Puis, le quatrieme chapitre correspond a
larticle qui porte sur I'association entre les récepteurs cannabinoides et la survie des patientes

atteintes d’'un cancer du sein.

Durant mes études a la maitrise, j'ai pu m'impliquer a différentes étapes du processus de recherche
épidémiologique. Notamment, a la mise a jour de la banque de données utilisée, a effectuer une revue
de la littérature, a I'analyse des données, la présentation des résultats et la rédaction de ce mémoire
ainsi que d'un article scientifique. Dans ce projet, j'ai également appris a lire des lames de coloration
a 'hématoxyline et a I'éosine et a mesurer les marqueurs immunohistochimiques. Cet apprentissage
je le dois a ma superviseure Kaoutar. Dans le présent mémoire, j'ai pu également collaborer avec
I'équipe de la Dre Francine Durocher de I'axe endocrinologie et néphrologie au CHUL. Notamment,
avec Anna Burguin qui a mis sur pied et optimisé le marquage cytoplasmique des récepteurs pour tous
les échantillons. En paralléle @ mon projet, j'ai participé au recrutement des patientes pour la banque

de tissu, et j’ai participé au suivi des patientes pour le projet de doctorat de Kaoutar Ennour-Idrissi.
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Introduction

Classé au premier rang des cancers chez lafemme, le cancer du sein est le cancer le plus diagnostiqué
dans le monde et 571 000 décés sont attribuables a cette maladie (1). Selon I'Organisation mondiale
de la santé (OMS), d’ici 2040, I'incidence est estimée a 3,2 millions de nouveaux cas annuellement
(2). Au Canada, environ 27 400 nouveaux cas de cancer du sein ont été diagnostiqués en 2020 et
chaque jour, 14 femmes en décédent (3). Le cancer du sein représente 13 % de tous les décés chez
les femmes. Considérant les derniéres estimations réalisées en 2019, au Québec, 6000 femmes ont
recu un diagnostic de cancer du sein, et 'on estime que 1350 en sont décédées (4). Par conséquent,
le cancer du sein est un probléme majeur de santé publique et contribue au fardeau de la maladie au

Québec, au Canada et dans le monde.

Dans les 2 dernieres décennies, une diminution des taux de mortalité a été observée chez les femmes
atteintes du cancer du sein. En grande partie, ces observations sont attribuables a la mise en place de
programme de dépistage entrainant la détection précoce de la maladie et a 'avenement de nouvelles
stratégies thérapeutiques ciblées qui ont permis d’'améliorer le pronostic et d'améliorer la survie des
femmes. Ainsi, la survie a 5 ans pour le cancer du sein est de 88 % (3). Cependant, malgré
'amélioration de la survie, un nombre considérable de femmes atteintes d’un cancer du sein vont
développer de la résistance face aux thérapies conventionnelles et vont récidiver dans les 5 a 10
premiéres années suivant le diagnostic. De plus, les traitements actuels ont des effets secondaires qui
affectent considérablement la qualité de vie de ces patientes(5, 6). Ces traitements sont basés sur les
caractéristiques cliniques des patientes, qui prédisent le pronostic de la maladie. Toutefois, il semble
de plus en plus évident que les femmes présentant des caractéristiques cliniques similaires ont un
risque de récidive et de déces différents. En effet, cette maladie est hautement hétérogene et présente
diverses caractéristiques sur le plan histopathologique et moléculaire. Ces différences expliqueraient
les différentes issues cliniques (7). Comme dans d’autres types de cancers, les facteurs pronostiques
sont un déterminant majeur dans I'estimation de la survie et dans le choix de traitements. Les facteurs
pronostiques sont des paramétres mesurables au moment du diagnostic qui permettent de classer les
patientes en différents groupes de pronostic (8). Actuellement, les facteurs pronostiques connus du
cancer du sein sont 'age, le statut de la ménopause, la présence de comorbidité, la taille de la tumeur,
le grade histologique, le stade, I'atteinte ganglionnaire, le statut des récepteurs hormonaux et le statut



du récepteur 2 du facteur de croissance épidermique humain (HER2). Au fil du temps, I'élaboration de
ces facteurs pronostiques a permis de cibler les femmes a risque de récidive locale et a distance pour
leur offrir des traitements complémentaires a la chirurgie. Ces facteurs pronostiques étant insuffisants
pour prédire et identifier avec précision le pronostic des patientes atteintes d’'un cancer du sein, il est
donc primordial d’identifier de nouveaux facteurs pronostiques tels que des marqueurs biologiques

pour offrir des traitements plus personnalisés.

L’expression de certaines protéines, tels que les récepteurs cannabinoides (RCB), par les cellules
cancéreuses peut étre le reflet du fonctionnement anormal des cellules cancéreuses et étre associée
a I'évolution clinique de la maladie. Récemment, plusieurs études se sont intéressées a I'expression
protéique des récepteurs CB1 (RCB1) et CB2 (RCB2) dans les tumeurs. Celles-ci y ont observé que
leur expression serait plus élevée dans les cellules cancéreuses, suggérant que ces récepteurs
pourraient étre un marqueur biologique d'intérét pour le cancer. Le mécanisme biologique expliquant
I'effet antitumoral des cannabinoides sur 'organisme réside principalement dans sa capacité a induire
la mort des cellules cancéreuses (par apoptose et autophagie essentiellement), a entrainer 'inhibition
de I'angiogenése, la prolifération et I'invasion cellulaires et la dissémination a distance. Ce phénoméne
a eté démontré dans presque toutes les lignées cellulaires cancéreuses, mais €galement dans des
xénogreffes et chez des souris génétiquement modifiées (9). Avec I'avénement des technologies
modernes, I'expression des RCB en combinaison avec les facteurs pronostiques pourrait apporter plus
d’information sur I'évolution clinique du cancer du sein et permettre le développement de nouvelles

thérapies ciblées.

Dans ce mémoire, l'objectif est donc de décrire I'expression des RCB dans le cancer du sein et
déterminer si leur expression est associée aux facteurs pronostiques et a la survie des femmes

atteintes d’un cancer du sein.



Chapitre 1 <Etats des connaissances>

1.1 Les récepteurs cannabinoides

Les récepteurs cannabinoides (RCB) font partie de la grande famille des récepteurs couplés aux
protéines G (RCPG), récepteurs membranaires de type rhodopsine de classe A. Cette famille de
récepteurs joue un réle important dans la transduction de signaux extracellulaires vers une multitude
de molécules permettant la signalisation intracellulaire (10). Par exemple, I'inhibition des RCPG permet
linhibition de I'adénylate cyclase (AC) et active certaines protéines kinases, qui participent a la
régulation de la prolifération cellulaire, la survie et la différenciation cellulaire, la réponse inflammatoire,
la mort cellulaire, et le remodelage de la matrice extracellulaire, toutes des voies de signalisation

impliquées dans le cancer (11) (Figure 1).

Deux sous-types de RCB ont été identifiés : le récepteur cannabinoide de type 1 (RCB1) et le récepteur
cannabinoide de type 2 (RCB2). Le RCB1 est essentiellement retrouvé au niveau du cerveau et dans
certaines terminaisons nerveuses, mais aussi au niveau des organes reproducteurs, de I'endothélium
vasculaire, et les yeux (12). Les RCB1 sont parmi les neurotransmetteurs les plus abondants du corps
humain (13). Le RCB2 est exprimé au niveau du systéme immunitaire, principalement. Il est présent
dans les membranes des cellules immunitaires et tumorales, de la rate, des os, des amygdales et la
glande thyroide (14-17).



Figure 1: Exemple de cascades de signalisations activées par les RCPG

Endocannabinocides

Pro-apoptotique
Antiproliférative
Anti migratoire —— Activation
Anti invasive f—Inhibition

Figure adaptée de Zou, S. and U. Kumar (11). Légende : 1) La voie de PKA : I'activation du RCPG stimule I'adénylate cyclase (AC) qui provoque une
augmentation de 'adénosine monophosphate (AMP), qui active & son tour la protéine kinase A (PKA). 2) La voie de PI3/Akt : la phosphatidylinositol 3
phosphate (IP3) entraine la libération du Ca2+ (stocké dans le réticulum endoplasmique) intracellulaire via relargage, et conduit a I'activation d'une
protéine kinase (Akt). De ce fait, cette voie joue sur la survie de nombreuses cellules, 3) La voie des MAP Kinase (MAPK): celle-ci comporte plusieurs
enzymes qui interagissent sur plusieurs niveaux d'activations. Permet la régulation de : la prolifération, la survie et la différenciation cellulaire, la réponse
inflammatoire, la mort cellulaire, et le remodelage de la matrice extracellulaire (11, 18).

Trois formes de ligands sont capables de se lier aux RCB : les endocannabinoides, produits
naturellement par le corps tel que I'anandamide et la 2-arachidonoyglicerol, les phytocannabinoides,
substances extraites de la plante du cannabis (tétrahydrocannabinol [THC]) et les cannabinoides
synthétiques, produits en laboratoire. Les endocannabinoides ont plusieurs fonctions homéostatiques.
Par ailleurs, certaines enzymes métaboliques agissent sur les RCB pour assurer leur dégradation et
transport entre les différentes cellules impliquées au niveau des cascades de signalisation des
endocannabinoides (19). Les principaux enzymes identifiés sont 'hydrolase des amides d’acides gras

(FAAH) et la monoacylglycérol lipase (MAGL).

Les endocannabinoides, les enzymes métaboliques et les récepteurs cannabinoides forment
ensemble la triade du systéme endocannabinoide (SEC) (18). Ces protéines contiennent plusieurs
niveaux d'intervention potentielle pour modifier la progression tumorale et pourraient étre utilisées
comme traitement ciblé pour le cancer et comme biomarqueurs pronostiques. Les différents

mécanismes et les processus qui régulent le SEC regroupent plusieurs voies de signalisation



importante pour le cancer. Ainsi, il peut agir en tant quimmunosuppresseur en supprimant I'activation
de diverses cellules immunitaires (20), induire 'apoptose (ou la mort cellulaire programmée), inhiber
la carcinogenése (21-23) et exercer une activité antiproliférative, anti-métastatique, et anti-
inflammatoire (11). Une altération du fonctionnement du SEC pourrait induire différentes pathologies
et a été documentée intensément (13, 24). Notamment, plusieurs troubles métaboliques/obésité
médiés par I'activation des RCB ont été observés dans des études réalisées in vitro et in vivo (13, 25).

Ces troubles métaboliques sont des facteurs de risque associés au cancer du sein.

1.2 Les récepteurs cannabinoides et le cancer
On remonte en 1975 avec une étude pionniére a observer l'utilisation du cannabis comme agent
anticancéreux inhibant la croissance des cellules cancéreuses du poumon in vivo (26), ouvrant ainsi

la voie pour I'élucidation des mécanismes régulant les récepteurs cannabinoides.

Plusieurs auteurs se sont penchés sur ['utilisation des RCB comme cible thérapeutique ou comme
biomarqueur pour le cancer. Comparativement aux tissus non tumoraux, I'expression des RCB et leurs
ligands seraient régulés a la hausse dans le tissu tumoral (14, 27, 28). De plus, plusieurs études ont
trouvé une association entre I'expression du SEC et I'agressivité clinique de la tumeur (14, 27, 29). Les

cellules cancéreuses semblent avoir une expression plus élevée de RCB (23).

Bien que I'on retrouve de plus en plus d’information disponible a ce jour sur le processus principal
contrélant le cycle cellulaire des RCB, son fonctionnement réel reste a élucider (14). Il apparait que
d’'un cancer a l'autre les niveaux d’expression des RCB peuvent varier conformément aux sous-types
de cancer (30). L'expression du RCB2 a été associée a une moins bonne survie globale et sans
maladie chez des patients atteints du cancer du clon, indiquant que I'expression du RCB2 participe a
la progression de la maladie (31). Des résultats similaires ont été observés pour le cancer du pancréas
(32), le cancer de la prostate (33), et le cancer épidermoide de la téte et du cou (34). Alors que certains
auteurs ont observé une meilleure survie sans maladie dans le carcinome hépatocellulaire chez des

patients ayant une expression plus élevée du RCB1 et du RCB2 (35).



1.3 Les récepteurs cannabinoides et le cancer du sein

Le cancer du sein est une maladie hautement hétérogéne. Sur le plan moléculaire, trois types de
cancer du sein peuvent étre décrits : le cancer du sein positif pour les récepteurs hormonaux, le cancer
du sein avec surexpression du récepteur 2 du facteur de croissance épidermique humain (HER2) et le

cancer du sein triple négatif.

1.3.1 Cancers du sein positifs aux récepteurs a I'cestrogéne et a la

progestérone
Le type de cancer constituant la majorité (70-75 %) des cas de cancer du sein sont hormono-
dépendants et sont habituellement associés a un meilleur pronostic (36). Les cellules cancéreuses de
ces cancers expriment a leur surface des récepteurs a I'cestrogene (ER) et a la progestérone (PR)
(hormones sexuelles chez la femme) qui favorisent la croissance cellulaire et le développement de la
tumeur (37, 38). L'un des principaux traitements ciblés utilisés dans le cancer du sein est
I'hormonothérapie, qui consiste a priver les cellules cancéreuses de toutes sources endogenes
d’'cestrogénes par l'utilisation des inhibiteurs de I'aromatase ou a moduler la fonction des récepteurs

des cestrogénes par I'utilisation du tamoxiféne (4).

Dans les cellules cancéreuses du sein, il a été observé que les RCB modulent les activités cellulaires
liées a la progression des cellules tumorales dans le cancer du sein ER+/PR+ (23). Cet effet était
principalement médié par 'activation du RCB1 (39). Aussi, certains auteurs ont observé qu’en réponse
au THC, la prolifération des cellules cancéreuses du sein ER+/PR+ était diminuée (14). Dans ce cas-
ci, cet effet était médié par I'activation du RCB2. Egalement constatés avec le RCB2, les RCB avaient
la capacité d’altérer la migration et 'invasion des cellules cancéreuses du sein ER+/PR+ en culture
(23). C’est donc dire que les RCB ont un réle important concernant le développement de métastases

a distance chez les femmes atteintes d’un cancer du sein de type hormono-dépendant.

1.3.2 Cancers du sein avec surexpression de HER2

Le cancer dit HER2 est un cancer du sein qui surexprime le géne HER2 a la surface des cellules.
Lorsqu'il est exprimé normalement, le géne HER?2 aide a contrdler la croissance cellulaire, la division
et la réparation cellulaire (40). Lorsqu'il est surexprimé, la surproduction de la protéine HER2

s'accompagne d'une prolifération des cellules cancéreuses et de l'augmentation du potentiel

6



métastatique (3). Ce type de cancer agressif est associé a un pronostic moins favorable et on le
retrouve dans 15-20 % des cancers du sein (41). Certains médicaments ciblant le récepteur HER2, tel
que le trastuzumab, sont utilisés dans le traitement de ce type de cancer et améliorent la survie (3).
Plusieurs évidences du réle des RCB dans ce type de cancers du sein ont été rapportées dans la
littérature. En effet, chez les souris MMTV-neu23, un modéle animal cliniquement compatible pour
I'étude du cancer du sein HER2, le THC avait résulté en une activité antitumorale significative (42).
Les auteurs ont tenté de traiter des souris ayant été transfectées par des lignées cellulaires de cancer
du sein, soit en utilisant du THC ou en activant le RCB2. Une réduction significative de la taille des
tumeurs fut observée, mais aussi une diminution de plusieurs molécules participant a I'activation des
cascades de signalisations oncogéniques (24, 25). Les auteurs ont également observé que le RCB2
était surexprimé dans les tumeurs ayant un mauvais pronostic et plus précisément dans les tumeurs
de haut grade (14).

Une seule étude épidémiologique a évalué I'association entre I'expression du RCB2 et la survie au
cancer du sein. Le RCB2 était exprimé dans une grande proportion du tissu tumoral (476 sur 629, soit
75,6 %). Inversement, le tissu non tumoral présentait des niveaux indétectables du RCB2. L’expression
du RCB2 était positivement et fortement associée aux tumeurs HER2 (p <0,001) et parmi ces tumeurs
HER2, I'expression élevée de RCB2 était associée a une diminution de la survie globale (p=0,009) et
a une augmentation des récidives locales (p=0,003) ou a distance (p=0,009) (43). Ces observations
renforcent considérablement les théories selon lesquelles les tumeurs HER2 sont sensibles aux RCB

et plus spécifiquement via le RCB2.

1.3.3 Cancers du sein triple négatifs

Le cancer du sein dit triple négatif (TN) est un cancer dans lequel on ne détecte pas I'expression de
récepteurs ER, PR et HER2. De ce fait, il forme une classe distincte de cancer du sein (3). Il constitue
10 a 20 % des cas diagnostiqués et est associé a un mauvais pronostic. Actuellement, il n’y a pas de

traitement ciblé pour les cancers du sein TN.

Plusieurs preuves expérimentales suggérent que les cannabinoides pourraient servir de thérapie pour
les cancers du sein TN. Contrairement aux autres types de cancers, l'activité antitumorale des

cannabinoides dans le cancer du sein TN semble médiée par les deux RCB. En effet, plusieurs



endocannabinoides synthétiques ont été utilisés dans des lignées cellulaires de cancer du sein TN.
Tous y ont trouvé une inhibition de la prolifération cellulaire (14, 44-46). Ce phénomene est également
observable in vivo dans des xénogreffes et aussi dans des souris génétiquement modifiées qui sont
employées comme modéle pour le cancer du sein TN (45). Dans le méme ordre d'idée, I'utilisation d’'un
traitement sous-cutanée a l'aide du cannabidiol, un phytocannabinoide, sur des xénogreffes était

marquée par une réduction de la croissance tumorale (46).

A la lumiére de ces observations, les données observées dans les modéles in vitro (systéme cellulaire
en culture) et les modéles animaux suggerent le ciblage simultané des deux récepteurs pour constituer
une stratégie thérapeutique de nouvelle génération(23). Ainsi, plutét que de définir un mécanisme en

particulier, il semble que plusieurs possibilités soient envisageables.

1.4 Revue de la littérature

Les études incluses dans la revue de littérature portent sur I'expression des RCB (protéique par
immunohistochimie et ARN obtenu par RT-PCR) et la survie des patients diagnostiqués d’un cancer.
Les informations ont été recueillies a 'aide des bases de données électroniques (jusqu’a octobre 2020)
Medline (via pubmed) et Embase. La stratégie de recherche est présentée dans 'annexe A. De plus,
la recherche d’information a été complétée par la consultation des références des études identifiées.
La figure 2 présente un diagramme de flux. Les études épidémiologiques concernant I'expression des
RCB et le cancer du sein sont peu nombreuses. C'est pourquoi nous avons élargi la recherche sur le
sujet a tous les types de cancers. Plusieurs études se sont intéressées au modéle animal, ces modéles
ont été exclus. L'expression des récepteurs mesurée dans les lignées cellulaires a été exclue. Les
études ne comportant pas d’analyse de survie ont également été exclues. Certaines études ont évalué
le RCB1 ou le récepteur RCB2 ou les deux. Le tableau 1 présente les différentes études longitudinales

(29, 31-35, 43, 47-54) considérées qui ont évalué I'expression des RCB et la survie au cancer.

La majorité des études ont été réalisées en Europe, soit en Suede (29, 33, 49, 51), en Allemagne (32,
52), en Autriche (50, 54) et en Espagne (31, 43). Les auteurs ont choisi de mesurer le marqueur soit

par immunohistochimie (29, 31-34, 43, 47-49, 51, 52, 55), soit par réaction de polymérisation en chaine



Figure 2: Diagramme de flux selon la méthode PRISMA
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par transcriptase inverse (RT-PCR) (50, 53, 54). Cependant, d’une étude a l'autre la fagon de regrouper
et de catégoriser 'expression des récepteurs est différente. Plusieurs ont observé lintensité de
coloration (29, 35, 36, 46, 52, 54), d’autres le pourcentage de coloration (31, 48) et certaines ont fait

une combinaison des deux (32, 33, 47, 52). Alors que d’autres n'ont pas mentionné cette information

(50, 53, 54).

Globalement les études ont ajusté pour certains facteurs pronostiques associés aux RCB en lien avec
le cancer étudié. Peu d’études ont ajusté pour les principaux facteurs confondants, notamment pour
I'age et/ou le genre (31, 47, 48, 52). Les taux d'incidence et de mortalité varient selon I'age et
représentent un facteur de risque essentiel pour le cancer. De plus, le genre est une covariable
importante a prendre en considération. Elle est associée a la fois a la consommation de cannabis (et
par conséquent, pourrait étre associée au niveau d’expression des récepteurs cannabinoides) et au
risque de décés. Ainsi, comme ces variables confondantes n'ont pas été prises en considération, les

résultats de ces analyses pourraient étre biaisés.



Les études étaient également souvent limitées par les biais de sélection, une faible taille d’échantillon
et le manque d’information sur les facteurs cliniques et pathologiques. Aussi, plusieurs études n'ont
pas bien défini la récidive locale et la récidive a distance, ne fournissant que trés peu d’information.
Pour les analyses de survie, la survie globale a été employée comme critere de survie dans la majorité
des cas (31, 32, 34, 35, 43, 47, 48, 50, 52, 56) alors que certains auteurs ont choisi d'utiliser la survie

spécifique au cancer (29, 49, 51, 53), d’autres ont sélectionné la survie sans maladie (57).

De ce fait, la grande variation des méthodes et la complexité des liens entre les différents cancers
rendent les comparaisons entre les études difficiles. Malgré ces contrastes, certaines observations
importantes peuvent étre mises en évidence. Par exemple, dans le cancer de la prostate, une méme
tendance dans les résultats est observée. Une expression élevée du RCB1 était associée a une
moindre survie (29, 33, 51). En contrepartie, dans le cancer épidermoide de la langue mobile et le
cancer hépatique, I'expression élevée de RCB1 et RCB2 était associée a une meilleure survie (35, 47).
Dans la leucémie lymphocytaire chronique, une expression élevée du RCB1 était associée a une
moindre survie (50, 54). Pour ce qui est du cancer colorectal, les résultats étaient contradictoires.
L'expression élevée du RCB1 était associée a une moindre survie dans 2 études distinctes (31, 48)
alors que I'expression élevée du RCB1 et RCB2 était associée a une meilleure survie pour deux autres
études (49, 53).

La méthodologie différait grandement d’une étude a l'autre, et plusieurs paramétres épidémiologiques
n'ont pas été pris en considération malgré leur importance. Par ailleurs, la seule étude épidémiologique
a avoir étudié le cancer du sein et I'expression du RCB2, décrite dans la section ci-haut, ciblait
uniquement les tumeurs surexprimant HER2 et n’a pas ajusté pour les facteurs possiblement
confondants pour ces analyses de survie. L'expression du RCB1 n’a pas été investiguée. Il est donc
pertinent d’ajouter de I'information a la littérature et d’entériner le bien-fondé de ces observations pour

augmenter la validité des connaissances sur le sujet.

1.5 Objectif de larecherche

Le travail présenté dans ce mémoire constitue une étude exploratoire dans laquelle nous proposons
de décrire I'expression protéique des récepteurs RCB1 et RCB2 par immunohistochimie dans les

tumeurs mammaires (chapitre 3). Ensuite, par une analyse transversale, 'association entre les facteurs
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pronostiques connus du cancer du sein et I'expression protéique des RCB1 et RCB2 sera étudiée
(chapitre 3). Puis, par une analyse longitudinale, I'objectif final est d’évaluer I'association entre
I'expression protéique des RCB1 et RCB2 et la survie globale, la survie sans récidive et la survie sans

événement (chapitre 4).

1.6 Hypothese

La revue de la littérature exposée dans le chapitre 1 suggére qu’une expression élevée des RCB1 et
des RCB2 est associée a un mauvais pronostic dans la majorité des cancers (29, 31-34, 43, 48, 50,
51, 54). En regard de ces observations, nous émettons comme hypothése que plus I'expression
protéique des RCB1 et des RCB2 est élevée dans les tumeurs mammaires, moins bonne sera la survie

des patientes atteintes d’'un cancer du sein. La figure 3 présente notre hypothése de recherche.

Figure 3: Hypothése de recherche

Facteurs
pronostiques

?

Expression protéique .
des RCB1 etdesRCB2 | >

Légende : Hypothése du rdle des récepteurs cannabinoides sur la survie au cancer du sein. Les
facteurs pronostiques sont potentiellement des facteurs intermédiaires. Cependant, ceux-ci
pourraient aussi étre des facteurs confondants.
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Tableau 1: Etudes ayant examiné I'association entre les récepteurs cannabinoides et la survie au cancer

Etude Population Exposition Caractéristiques des Issue Résultats

Référence récepteurs

Lieux Caractéristiques des N Kaplan-Meier Cox

Type cancer participants Brut Ajusté, variables

. d’ajustement
Etude longitudinale

(Michalski et  Age: NR 50 RCB1 Méthode : IHC Survie globaleNR Faible expression du Envahissement
al., 2008) Suivi: NR RCB2 RCB1 étaitde 16 ganglionnaire (p=0,016)
Allemagne Intensité de coloration : 0 mois vs 6 mois pour
ACDP (absent), 1 (faible & modére) et 2 forte expression
(forte) (p=0,0011)
Pourcentage de coloration : 1 (< RCB2 NS

33%), 2 (33-66%) et 3 (> 66%),

Ces nombres ont ensuite été
multipliés ce qui a donné 2
catégories : faible (0-3) et fort

(>3)
(Xuetal, Age : moyenne 64 RCB1 Méthode : IHC Survie sans  Forte expression NR NR
2006) 59+10,9 [31-74] ans RCB2 maladie du RCB1 et
Chine Suivi : moyenne Intensité de coloration : 0 RCB2 survie
CHC 4,2+1,8 [1999-2003] (absent), 1 (faible), 2 (modéré), plus longue (p=
ans and 3 (intense), 0,010 et 0,037)

N : 55 hommes et 9

femmes Ces nombres ont ensuite été
divisés en 2 catégories : faible
expression (0-1) et forte
expression (2-3)

Survie globale RCB1 NS NR NR

RCB2 NS
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(Chung etal.,
2009)

Suéde

CP

(Klein Nulent et Age : médiane 61

al., 2013)
Royaume-Uni
CCETC

(Theocharis et
al., 2016)
France

CCS

Age : médiane 74 269 RCB1
[67-95] ans

Suivi : échantillons

collectés entre 1975

et 1991

Suivi jusqu'en 2003

240 RCB1
[26-87] ans RCB2
Suivi : échantillons

collectés entre 1996

et 2005,

N : 150 hommes et

90 femmes

Age : médiane 60 El 28
53-72 [33-94] ans

Suivi : médiane 41

mois, EI 14-68 [2-

116] mois

N : 14 hommes et 14
femmes

RCB1
RCB2

Méthode : IHC

Intensité de coloration: 0
(absent) a 3 (forte)

Pourcentage de coloration :
(0%, 10%, 33%, 50%, et 100%)

Les pourcentages ont ensuite été
multipliés a l'intensité et divisés
en 2 catégories (dichotomisé a
partir de la médiane) : faible
expression (<2) et forte
expression (>2)

Méthode : HIC

Intensité de coloration : absent,
faible, modéré, et forte

Ces nombres ont ensuite été
divisés en 2 catégories : 1
(absent, faible, modéré) et 2
(forte)

Méthode : IHC

Intensité de coloration : 0
(négatif), 1 (Iéger), 2
(intermédiaire), 3 (intense)

Intensité de pourcentage : 0

(négatif), 1 (0-4%), 1 (5-24%), 2
(25-49%), et 3 (50-100%)
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Survie Forte expression RR=3,2; 95% IC  Score de Gleason RR=
spécifique  du RCB1 survie [1,6-6,5] (p=0,001) 2,7;95% IC [1,3-5,5]
plus courte (p=0,006)
(p<0,001)
Survie globale RCB1 NS RCB1 NS NR
Forte expression RCB2 NS
du RCB2 survie
plus courte
(p=0,009)
Survie RCB1 NS RCB1 NS Profondeur de
spécifique I'envahissement HR :
Forte expression RCB2 HR: 3,6, 95% 2,2, 95% CI [1,2-4,2]
du RCB2 survie IC[1,5-8,7] p=0,004)p=0,013)
plus courte
(p=0,007) Envahissement
vasculaire
HR: 2,5, 95% IC [1,4-
4,5] p=0,001)
Survie globale Forte expression RCB1 NS NR
du RCB1 survie
plus longue
(p=0,004) RCB2 NS
Forte expression
du RCB2 survie
plus longue
(p=0,011)



(Jung et al.,
2013)
Corée

CCR

(Gustafsson et
al., 2011)
Suéde

CCR

Age : moyen 62,8 ET 534 RCB1
11,7 ans

Suivi : médiane 42

mois [2-80] mois

N : 328 hommes et

104 femmes

Age : médiane 71[26- 487 RCB1
96] ans

Suivi : 113 mois

N : 269 hommes et

218 femmes

Ces nombres ont ensuite été
multipliés ce qui a donné 2
catégories: faible expression (0-
2), forte expression (23)

Méthode : IHC

Intensité de pourcentage : 0 (0%),
1(<33%), 2 (33-66%), et 3
(>66%)

Ces nombres ont ensuite été
divisés en 2 catégories: faible
(<3), et forte (=3)

Méthode : IHC

Intensité de coloration : 0
(absent) a 3 (forte)

Ces nombres ont ensuite été

divisés en 2 catégories : faible
(<2), et forte (=2)
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Survie sans
maladie

Survie globale Tumeur stade

Survie
spécifique

Survie sans
maladie

Forte expression RCB1 NR
du RCB1 survie
plus longue
(p=0,003)

RCB2 NS

Forte expression
du RCB2 survie
plus longue
(p=0,007)

IV : forte
expression du
RCB1 survie
plus courte
(p=0,025)

[1,049-2,988]
(p=0,033)

Forte expression Pour les MSS :
du RCB1 survie RCB1 NS

plus longue
(p<0,05) dans  Pourles MSI :
les tumeurs du  RCB1NA

centre de stade
Il et stade IV
(p<0,05)

Forte expression
du RCB1 survie
plus longue
(p<0,05) dans
les tumeurs de
devant de stade
Il (p<0,01)

Forte expression NR
du RCB1 survie
de 5 ans estimés
2 66+8% versus
85+5%

HR: 1,782; 95% IC

Age

Genre

Grade tumoral
Forme de la tumeur
HR: 8,217; 95% IC
[1,204-56,064]
(p=0,032)

Tumeur stade IV :
Age

Résection
Chimiothérapie
Différentiation
HR=1,805; 95% CI
[1,042-3,094]
(p=0,035 3)

Tumeur du centre
MSS :

HR=1,72; 95% IC
[1,18-2,53] (p<0,01)
Stade

HR=1,60; 95% IC
[1,08-2,37] (p<0,05)
Stade

Grade

HR= 1,85; 95% IC
[1,22-2,82] (p<0,01)

NR



(Martinez- Age: NR
Martinez et al., Suivi: médiane 57 [1-

2015) 104] mois
Espagne N:108 men and 67
CCR women

(Freund etal., Age : médiane 63
2016) [39-82] ans
Autriche Suivi : NR

LLC

175 RCB2

107 RCBf1
RCB2

Méthode : IHC

Intensité de pourcentage : 0 (1-
20%), 1 (21-70%), 2 (>70%)

Les pourcentages ont ensuite été

divisés en 2 catégories : négatif
(0), et positif (1-2)

Méthode : RT-PCR
RCB1 et RCB2 sont présentés

selon la médiane, quartiles et
intervalle
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Survie globale CC :

Survie sans
maladie

Survie sans
traitement

In CC:

Sans expression HR=13,69; 95% Cl
du RCB2 survie [1,9-7,2] (p<0,001)
a5 ans était de

78,98%; 95% IC In RC:
[69,73%-84,39%]RCB2 NS

versus 40,07%;

95% IC [21,8%-

58,34%]

(p<0,001)

RC:

RCB2NS

CC:

Sans CC:
I'expression du HR=2,2; 95% IC
RCB2, la survie [1,07-4,49]
a5ans étaitde (p=0,031)
73,83%; 95% IC
[64,15%-83,51%]RC:
versus 48,68%; CBz2 NS
95% IC [28,81%-

68,55%)]

(p=0,018)

RC:
RCB2 NS
Forte expression RCB2
du RCB1 survie HR=2,770; 95% IC
de 75 mois [1,603-4,785]
versus 150 mois (p<0,0001)
(p<0,0001)

RCB2NS
RCB2 NS

In CC:

HR=4,2; 95% CI [2,12-
8,2] (p<0,001)

Age

Genre

Envahissement
ganglionnaire

Invasion vasculaire
Stade

Grade

In RC:

RCB2NS

CC:

HR=2,77; 95% IC [1,33-
5,74] (p=0,006)
Age

Genre
Envahissement
ganglionnaire
Invasion vasculaire
Stade

Grade

RC:
RCB2NS

RCB2:

Expression CD38

Statut mutationnel IGHV
Stade clinique B&C
LDT



(Fowler, Age : médiane 74 419 RCB1
Hammarsten et [57-95] ans
Bergh, 2010)  Suivi : échantillons
Suéde collectés entre1975 et
CP 1991
Suivi jusqu'en 2003

(Wang etal., Age: médiane 55,96 418 RCB2

2018) [15-85] ans

Allemagne Suivi : 61 [1-44] mois

CR N : 285 hommes et
133 femmes

La médiane a été utilisée comme
coupure ce qui a donné 2
catégories :

RCB1 : faible 0,23 [0,00-1,41] et
forte 7,16 [1,52-140,39]

RCB2: faible 2,35 [0,06-3,72] et
forte 5,41 [3,77-26,54]

Méthode : IHC

Intensité de coloration : 0
(absent) a 3 (forte) x distribution
de cellule épithéliale (0%, 10%,
50% et 100%), donnant un
résultat de 0-3

Ces nombres ont été divisés en 2
catégories : faible (<2), et forte
(22)

Méthode : IHC

Intensité de coloration : 0
(absent), 1(faible), 2 (modéré), et
3 (forte)

Intensité du pourcentage : 1 (0-
25%), 2 (26-50%), 3 (51-75%), et
4 (>75%)

Ces nombres ont ensuite été
multipliés ce qui a donné 2
catégories : faible (<6) et forte
(26)
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Survie sans
progression

Survie
spécifique

Survie globale Forte expression HR=2,087; 95% IC

Forte expression RCB1
Survie globaledu RCB1 survie HR=8,615; 95% IC

de 153 mois

[1,947-38,112]

versus 277 mois (p=0,001)

(p=0,001)

RCB2 NS
RCB1 NS

RCB2 NS

NR

RCB2 NS
RCB1 NS

RCB2 NS

HR = 4,40; 95% IC
[2,69-7,21]
(p<0,001)

du RCB2 survie [1,334-3,265]

plus courte
(p<0,001)

(p<0,001)

RCB1:

Expression CD38

Statut mutationnel IGHV
Stade clinique B&C
LDT

NR

HR=2,64; 95% IC
[1,53-4,58] (p<0,01)
pEGFR

Stade de la tumeur
Score de Gleason

HR=1,674; 95% IC
[1,047-2,676] (p=0,031)
Age

Stade TNM

Grade pathologique
Récidive ou métastase
a distance



(Thors et al.,
2010)
Suéde

CP

(Zeng and
Chen, 2019)
Chine

CcC

(Weiss et al.,
2012)
Autriche
CLL

Age: médiane 74
[67-95] ans

Suivi ; échantillons
collectés entre 1975
et 1991

Suivi jusqu'en 2003

Age : moyenne 67,43
[31-90] ans

Suivi : échantillons
collectés entre mai
2014 et octobre 2017
N : 243 hommes et
216 femmes

Age: NR

Suivi: NR

412

459

102

RCB1

RCB2

RCB1
RCB2

Méthode : IHC Survie NR
spécifique (15

Intensité de coloration : 0 ans)

(absent) a 3 (forte)

Ces nombres ont ensuite été

multipliés ce qui a donné 2

catégories : faible (<2) et forte

(22)

Méthode : RT-PCR Survie Forte expression NR
associée aux du RCB2 survie

La médiane a été utilisée comme génes plus longue
coupure ce qui a donné 2 (p=0,007)
catégories :

Faible et forte (incluant la

médiane)

Méthode : RT-PCR Survie globale Forte expression NR

de RCB1 survie

La médiane a été utilisée comme médiane non

coupure atteinte versus
154,2 mois
(p=0,002)
RCB2 NR

Survie sans  Forte expression NR
traitement  du RCB1 survie

de 53,6 mois

versus 1414

mois (p=0,000)

RCB2 NR
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[1,609-6,543),
(p<0,001)

OR=3,244,95% IC OR=3,354;95% IC
[1,660-6,774] (p<0,001)
FAAH-IR

NR

NR



(Perez-Gomez Age: NR 649 RCB2 Méthode : IHC Survie globaleNR
etal, 2015)  Suivi: NR
Espagne Intensité de coloration : 0
CS (absent), 1 (faible), 2 (modéreé), 3
(forte)

La médiane a été utilisée comme
coupure ce qui a donné 2
catégories :

faible (0-1) et forte (=2)

HER2 positif : NR
HR= 0,29, 95% IC
[0,09-0,71] (p =

0,009)

RCB1 : Récepteurs cannabinoides 1; RCB2 : Récepteurs cannabinoides 2; ET : écart-type, IC : intervalle de confiance, RT-PCR : reverse transcription polymerase chain reaction, HER2 :human epidermal growth
factor receptor 2, HR : hazard ratio, n: nombre de participants, mss : micro satellite stable, msi: micro satellite instable, statut mutationnel IGHV : immunoglobulin heavy chain variable, LDT: lymphocyte doubling
time, pEGFR: epidermal growth factor, FAAH-IR : fatty acide amide hydrolase, ACDP, adénocarcinome ductal pancréatique, CC : cancer du célon, IHC : immunohistochimie, NR : non rapporté, NS : non significatif,
CHC : carcinome hépatocellulaire, CP : cancer de la prostate, LLC : leucémie lymphocytaire chronique, CCETC : carcinome épidermoide de la téte et du cou, CCS : carcinome squameux, CR : carcinome rénal,

CS : cancer du sein
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Chapitre 2 <Méthodologie >

2.1 Devis et population de I’'étude

Un devis d'étude de type transversal a été utilisé pour évaluer le lien entre les variables mesurées au
moment du recrutement (objectifs 1 et 2). La composante principale de I'étude correspond a un devis
longitudinal avec collecte prospective des données (objectif 3). Celle-ci a été réalisée sur une cohorte
consécutive de 522 femmes admises entre le 1¢r décembre 2010 et le 30 avril 2012 au Centre des
maladies du sein (CMS) Deschénes-Fabia du CHU de Québec. Le CMS est le centre de référence des
cas de cancer du sein de la grande région de Québec. Pour étre incluses dans I'étude, les patientes
devaient : 1) avoir été diagnostiquées d’un cancer du sein invasif non métastatique, 2) avoir eu une
mastectomie, 3) avoir consenti a la banque de données et de tissus du CMS et 4) avoir été suivies au
CMS pour leur cancer du sein. Toutes les participantes ont été recrutées au moment de la chirurgie.
Pour chaque femme, les caractéristiques cliniques et pathologiques ont été mesurées au moment du
recrutement. Les patientes ont été suivies jusqu’en janvier 2020. Les données de suivi ont été

recueillies dans la base de données du CMS.

2.2 Collecte de données

2.2.1 Données cliniques et pathologiques

Pour chaque femme, les données cliniques et pathologiques ont été collectées dans la banque de
données du CMS. La banque de données regroupe les femmes suivies au CMS et est mise a jour dans
un processus continu par des registraires ayant une formation médicale a l'aide du dossier patient
électronique (DPE). La collecte des données a été validée par un membre de I'équipe de recherche

du Dre. Diorio.

Les patientes ont rempli un formulaire d’admission au CMS au moment du diagnostic. L'information
incluait : I'dge au diagnostic (années), le statut ménopausique (préménopausée vs ménopausée),
Ihistorique familial au premier degré de cancer du sein (oui vs non), I'historique personnel de cancer
du sein (oui vs non), un second cancer invasif (oui vs non), consommation de tabac (fumeur/déja fumé

vs non), consommation d’alcool (nombre de consommation/semaine) et I'indice de masse corporelle
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(IMC; poids [kg]/taille[m2]), calculé a partir du poids et de |a taille autorapportés. Les patientes adoptées
(n=4) ont été considérées comme n'ayant pas d’antécédent d’historique familial de cancer du sein. Les
différents traitements regus : traitement Herceptin néoadjuvant (oui vs non), traitement antihormonal
néoadjuvant (oui vs non), traitement par chimiothérapie néoadjuvante (oui vs non) et adjuvante (oui vs
non), traitement Herceptin adjuvant (oui vs non), traitement antihormonal adjuvant (oui vs non) et les

traitements de radiothérapie adjuvante (oui vs non) ont été recueillies dans le DPE.

La taille de la tumeur (mm), 'envahissement ganglionnaire (nombre de ganglions atteints), le grade
histologique (1— 3) et le stade TNM de la maladie (I & IV) sont des variables indépendantes qui ont un
impact important sur la récidive, et sont reconnues comme facteurs pronostiques (58, 59). Le statut
des récepteurs ER (négatif vs positif), le statut des récepteurs PR (négatif vs positif) et le statut du
récepteur HER2 (négatif vs positif) affectent le pronostic et la survie liée au cancer du sein. Ces
variables ont été collectées au DPE a l'aide des rapports produits par les pathologistes incluant le type

de chirurgie réalisée.

2.2.2 Evaluation de I’expression de RCB1 et RCB2
L’évaluation de I'expression des RCB1 et RCB2 a été réalisée sur des échantillons des spécimens de
mastectomie. Les spécimens biologiques recueillis lors de la chirurgie ont été fixés avec du formol
tamponné a 10 % dans un délai de 30 minutes aprés le prélevement, incorporés dans de la paraffine,
coupés en coupes de tissu de 4 um, colorés a I'nématoxyline et a I'éosine (H&E), et utilisés pour une

évaluation pathologique de routine.

Pour évaluer I'expression protéique des RCB, nous avons utilisé des matrices tissulaires (tissue micro
array [TMA]). La matrice tissulaire consiste a regrouper un grand nombre d’échantillons de tissu
tumoral, sur un bloc de paraffine. Pour chaque femme, un bloc représentatif de la tumeur a été
sélectionné par un pathologiste en aveugle des données cliniques. Par la suite, quatre carottes de
0,6 mm de tissu tumoral ont été prélevées a l'aide d’un instrument de perforation manuel (Beecher

Instruments, Silver Spring, MD, USA) dans ce bloc et insérées dans un bloc de paraffine vierge.

Des sections du bloc ont ensuite été coupées en fines tranches a I'aide d’'un microtome, puis montées

sur des lames de microscope pour étre colorées par technique d’'immunohistochimie. L'utilisation de
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TMA permet I'évaluation de plusieurs patientes simultanément, limitant ainsi la variabilité des mesures
entre les essais, puisqu’un grand nombre de tumeurs de patientes peuvent étre évaluées dans une
seule expérience, avec un délai de temps réduits et a faible colt. La fiabilité de I'utilisation du TMA

dans 'analyse histologique a déja été démontrée dans le cancer du sein (60).

Ensuite, I'expression des RCB1 et RCB2 a été évaluée par immunohistochimie (IHC). L'IHC est une
méthode de détection d’antigéne protéique spécifique a l'intérieur d’'une section de tumeur a l'aide
d’anticorps spécifique qui permet de localiser ces protéines dans le tissu. Les prélévements ont été
déparaffinés et ensuite réhydratés dans un bain de toluéne et d’éthanol selon les méthodes standards.
Le tampon Tris-EGTA (pH9) a été utilisé pour le démasquage d’antigéne (30 min, 95,6°C). Les
peroxydases endogénes et les liaisons non spécifiques ont été bloquées respectivement par du
peroxyde d’hydrogéne (H202) 0,3% (dilué dans du méthanol) et le Super Block (IDetect). Par la suite,
les lames ont été incubées avec 'anticorps primaire de RCB1 (CB1-Rb-Af380 [RRID : AB_2571591]
from Frontier Institute), dilution 1 :750 et du RCB2 (anticorps polyclonal du RCB2 [101550] de Cayman
Chemical), dilution 1 :250 durant une nuit a 4°C dans une chambre humide et ensuite avec I'anticorps
secondaire pendant 30 min. Les lames ont été traitées avec la 3,3'-Diaminobenzidine et contre-
colorées avec I'hématoxyline Mayers. Des contrbles négatifs, soit des tissus connus pour ne pas
exprimer les récepteurs, ont été effectués. Des contriles positifs ont été validés avec des lignées
cellulaires et des tissus avec une expression connue pour les RCB1 et RCB2 (MCF7, BT474, SKBR3,
MDA_MB_231). Les lames colorées ont été numérisées avec le scanneur NanoZoomer 2,0— HT
(Hamamatsu, Bridgewater, NJ, USA).

La lecture des lames a été réalisée sans connaissance des paramétres cliniques et pathologiques par
moi-méme. L'expression des RCB1 et RCB2 a été évaluée en fonction de l'intensité de la coloration et
du pourcentage de coloration de chaque carotte. Le pourcentage de coloration a été estimé en fonction
du nombre approximatif de cellules tumorales totales dans les carottes. S'il n’y avait pas de coloration,
le résultat était de 0. Les résultats supérieurs ont été divisés en quartiles. De cette fagon, on s’assure
qu'il y a un nombre suffisant de cas dans chacune des catégories, et cela permet de conserver
’homogénéité a l'intérieur des catégories. Un score a été attribué pour l'intensité ; soit 0 (absent), 1
(coloration faible), 2 (coloration modérée), 3 (forte coloration) et pour le pourcentage 0 (<1 %), 1 (1-
24 %), 2 (25-50 %), 3 (50-74 %), 4 (=75 %). Par la suite, un score combiné (SC) a été calculé en
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multipliant le score d'intensité par le score de pourcentage de coloration. Le SC a été dichotomisée en
2 catégories ; faible expression et forte expression, en utilisant la médiane comme seuil (47, 52). Pour
la lecture des lames, la procédure a été réalisée a deux reprises. Pour les résultats discordants, une
troisiéme procédure a été pratiquée sans avoir accés aux résultats précédents et la moyenne des trois
résultats représente le résultat final. La moyenne des 4 carottes de chaque patiente a été utilisée
comme résultat de I'expression du récepteur. Puis, une mesure de reproductibilité a été effectuée

(kappa=0,72, 0,72, 0,80 pour le RCB1, le RCB2 cytoplasmique et le RCB2 nucléaire, respectivement).

2.2.3 Données de suivi
L'issue représente la survie des patientes atteintes d’'un cancer du sein. La survie globale a été définie
comme le temps écoulé depuis la date diagnostic du cancer du sein jusqu’a la date du décés de toutes
causes. La survie sans récidive a été définie comme le temps écoulé entre la date de diagnostic du
cancer du sein jusqu’a la date de I'apparition d’une premiere récidive locorégionale ipsilatérale, ou
d’'une premiére récidive a distance. La survie sans événement a été définie comme le temps écoulé
depuis la date de diagnostic du cancer du sein jusqu’a la date de I'apparition d’une premiére récidive
a distance ipsilatérale, ou d’'une premiére récidive a distance, d'un cancer du sein invasif controlatéral,
ou d’'un second cancer primaire invasif ou le décés de toute cause. Les criteres acceptables pour

identifier la récidive clinique :

= Patientes ayant décrit un symptdme de récidive et qui a été confirmé comme une récidive
clinique par le médecin traitant

= Cytologie ou biopsie positive pour une récidive locorégionale ou a distance

= Tout examen clinique effectué par un médecin confirmant une récidive par celui-ci

= Tout examen d'imagerie médicale signalant une récidive locorégionale ou a distance

Advenant le cas ou 2 événements surviennent a lintérieur de 2 mois, soit; premiére récidive
locorégionale ipsilatérale, ou d’'une premiere récidive a distance, ou d'un cancer du sein invasif
controlatéral, ou d’'un second cancer primaire invasif ou le décés de toutes causes, nous avons analysé

I'événement qui avait le moins bon pronostic en ordre de gravité (61).

Chaque femme répondant aux critéres d'inclusions a été suivie dans un processus continu a partir du

moment du diagnostic pour son cancer du sein invasif jusqu’a ;
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1) Fin du suivi
2) Décés

La fin du suivi représente la date du dernier contact (décembre 2020) avec le systéme de soin ; incluant
la date de la derniére visite au CMS, ou d’un appel téléphonique, ou la date de rapport d’'un examen.
Les participantes n’ayant pas vecu d’événement et vivantes au dernier suivi ont été traitées comme
des observations censurées et les temps de survie ont été calculés a partir de la date de diagnostic
jusqu’a la date de dernier contact. Principalement, la présence ou non d’un épisode de récidive ou le

statut de déces.

2.3 Analyses statistiques

Une analyse descriptive a été effectuée incluant toutes les femmes de la cohorte. La description
statistique des données est présentée sous forme de moyenne avec écart-type et de la médiane avec
comme intervalle I'étendue des valeurs minimales et maximales pour les variables continues. La
fréquence et le pourcentage sont présentés pour les variables catégorielles. Les variables d’ajustement
ont été choisies a priori dans un processus décisionnel élaboreé et en utilisant la méthode des causes
disjointes de VanderWeele (62).

Dans un premier temps, pour sélectionner les variables nous avons procédé a I'identification de tous
les facteurs pronostiques dans la littérature. Précisément, tous les facteurs qui entrainent le déces
toute cause, la récidive et le décés par cancer du sein. Les articles dans la littérature sur les facteurs
pronostiques du cancer du sein et les études valides incluant des analyses de survie globale et/ou sur
survie spécifique au cancer du sein et/ou récidive du cancer du sein ont été utilisés comme source.
Dans un second temps, nous avons identifié tous les facteurs associés a I'expression des RCB1 et
RCB2, c'est-a-dire tous les facteurs qui peuvent influencer et/ou causer le niveau d’expression des
RCB. L'information a été recueillie dans la littérature portant sur des études in vivo et/ou in vitro ou
dans des études populationnelles valides sur les facteurs associés a I'expression de RCB1 et RCB2
ou encore sur les facteurs pouvant influencer I'expression tissulaire RCB1 et RCB2 dans des
spécimens (principalement les facteurs qui influencent la physiologie de la glande mammaire).

Par la suite, nous avons utilisé un tableau de sélection des facteurs d’ajustement selon la méthode des
causes disjointes de VanderWeele (63). Cette méthode permet de minimiser le risque de biais de
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confusion tout en évitant d’introduire un biais de sélection (collider). De plus, contrairement aux
méthodes basées sur le changement de la mesure d’association avec une méthode de sélection
descendante des variables dans un modéle, cette méthode empéche de bloquer une association en
incluant a tort un facteur intermédiaire. Aussi, elle permet de contourner le probléme de non-

collapsibilité de certaines mesures d’association.

Pour chacune des variables, les questions suivantes étaient posées :

= Est-ce que la variable est une cause de I'exposition (RCB)?

= Est-ce que la variable est une cause de l'issue (survie/décés par cancer du sein)?

= Est-ce que la variable est un effet de I'exposition (causée par I'exposition, RCB) ?
Pour les critéres de décision, si la variable est une cause de I'exposition et/ou une cause de l'issue et
si elle n'est pas sur le chemin causal (n’est pas causée par I'exposition) alors I'ajustement est
nécessaire. Sila variable est une cause de I'issue, mais qu’elle a aussi un effet potentiel de I'exposition,
I'ajustement risque de bloquer I'association qui passe par cette variable, cette variable devra étre
considérée comme un facteur intermédiaire potentiel. Un modéle avec et sans ces variables a été

réalisé comme analyses de sensibilité.."

Pour répondre a notre 2¢ objectif, 'association entre les facteurs pronostiques et I'expression des
RCB1 et RCB2 a été évaluée par des corrélations de Spearman. Nous avons utilisé la méthode de
sélection des variables d’ajustement pour les corrélations ajustées entre I'expression de RCB1 et
RCB2 (continue) et les facteurs pronostiques du cancer du sein. Les facteurs pronostiques associés
au risque de cancer du sein identifiés dans la littérature sont : le type histologique (canalaire, lobulaire,
et mixte), la taille de la tumeur (mm), 'envahissement ganglionnaire (nombre atteint), le grade de la
tumeur (1-3), le stade TNM (I-IV), le statut du récepteur ER (oui vs non), statut du récepteur PR (oui
vs non) et le statut HER2 (oui vs non). Les variables associées aux facteurs pronostiques du cancer
du sein identifiés dans la littérature sont I'age (années), le statut ménopausique (préménopausée vs
ménopausée), I'MC (kg/m2), I'historique familial au premier degré de cancer du sein (oui vs non), les

antécédents personnels de cancer du sein (oui vs non), un traitement hormonal substitutif (oui vs non),

1 Les variables qui sont des causes de l'issue seulement et qui ne sont pas sur le chemin causal peuvent étre rajoutées
dans le modéle aprés I'étape de sélection méme si elles ne sont pas des causes de I'exposition, car elles peuvent
augmenter la précision du modele.
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un traitement par chimiothérapie antérieur (oui vs non) et un traitement par radiothérapie antérieur (oui
vs non). Dans les études du cancer du sein d’autres variables ont été utilisées notamment, I'ethnicité,
I'état matrimonial et le statut socio-économique. Les facteurs qui peuvent influencer I'expression de
RCB1 et RCB2 et/ou la physiologie du tissu mammaire sont : 'age (années), le statut ménopausique
(préménopausée vs ménopausée), I'TMC (kg/m2) ou le tour de taille (cm), la parité (aucun vs au moins
un enfant vivant), l'allaitement (oui vs non), un traitement hormonal substitutif (oui vs non), la
consommation de tabac (fumeur/déja fumé vs non) et/ou d’alcool (nombre de consommation/semaine),
la consommation de cannabis, la présence d’'un antécédent de cancer du sein ipsilatéral (oui vs non),
un traitement de chimiothérapie antérieur quel que soit la cause (néoadjuvante ou pour un second
cancer invasif) (oui vs non), de la radiothérapie sur le méme sein (par exemple : cancer du sein
antérieur, cancer du poumon, lymphome thoracique) (oui vs non) (tableau 2).

Pour les corrélations de Spearman entre les RCB et les facteurs pronostiques, les modéles retenus

sont les suivants :

1. Brut: sans ajustement
2. Optimal (méthode de VanderWeele)
= Age
= Statut ménopausique
= Ethnie (si population multiethnique)
= Statut socio-économique
= Traitement hormonal substitutif
= Consommation de tabac
= Consommation d'alcool
= Consommation de cannabis
= Antécédent de cancer du sein ipsilatéral
= Traitement par chimiothérapie néoadjuvante ou antérieure pour autre cause

= Radiothérapie antérieure sur le méme sein
Pour les analyses de sensibilité :

3. Modéle optimal avec les facteurs intermédiaires potentiels (IMC)
= Age

= Statut ménopausique
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= Ethnie (si population multiethnique)

= Statut socio-économique

= Traitement hormonal substitutif

= Consommation de tabac

= Consommation d’alcool

= Consommation de cannabis

= Antécédent de cancer du sein ipsilatéral

= Traitement par chimiothérapie néoadjuvante ou antérieure pour autre cause
= Radiothérapie antérieure sur le méme sein

= IMC/ tour de taille

Pour répondre a notre 3¢ objectif, 'association entre I'expression des RCB1 et RCB2 et la survie a été
évaluée par les rapports de risque (HR) a I'aide de modéles de risques proportionnels multivariés de
Cox. Des analyses de sensibilité ont également été réalisées pour prendre en considération les
facteurs intermédiaires potentiels. La méthode de sélection des variables présentée ci-haut doit étre
appliquée a chacune des issues. Pour la survie globale les facteurs associés au risque de décés de
toutes causes identifiées dans la littérature sont: I'dge (années), le statut ménopausique
(préménopausée vs ménopauseée), la présence de comorbidités (présence de diabete, d’hypertension,
maladie cardiaque, maladie respiratoire, insuffisance rénale ou hépatique), la taille de la tumeur (mm),
le grade histologique (1-3), I'envahissement ganglionnaire (0, <3, 3-10, 210), la présence de
métastases a distance au moment du diagnostic (ou stade TNM) (oui vs non), le statut ER/PR (oui vs
non), le statut HER2 (oui vs non), les différents traitements; chimiothérapie (oui vs non), antihormonal
(oui vs non), et anti HER2 (Herceptin)2(oui vs non). D’autres variables ont aussi été utilisées dans les
études de survie pour le cancer du sein, notamment, I'ethnicité, I'état matrimonial, le statut socio-
économique et I'année du diagnostic (lorsque la période de recrutement est supérieure a 5 ans, cela
permet de prendre en compte les changements de pratique médicale). Maintenant, les facteurs qui
peuvent influencer I'expression des RCB1 et RCB2 (continue) et/ou la physiologie du tissu mammaire
sont : I'age (années), le statut ménopausique (préménopausées vs ménopausées), I'IMC(kg/m?2) ou le

tour de taille (cm), la parité (aucun vs au moins un enfant vivant), I'allaitement (oui vs non) ou la durée

2 La radiothérapie et le type de chirurgie (mastectomie totale vs mastectomie partielle) influencent le risque de récidive
locale, mais pas le risque de déces.
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(mois), la présence d'un traitement hormonal substitutif (oui vs non), la consommation de tabac
(fumeur/déja fumé, non), d’alcool (oui vs non) ou de drogue, un antécédent de cancer du sein ipsilatéral
(oui vs non), un traitement de chimiothérapie néoadjuvante (oui vs non) ou pour un autre type de
cancer, un traitement de radiothérapie sur le méme sein (oui vs non), soit pour un cancer du sein
antérieur ou pour un autre type de cancer. Le tableau 3 présente la méthode de sélection3. Pour la

survie globale, les modéles retenus sont les suivants :

1. Brut: sans ajustement
2. Optimal (méthode de VanderWeele)
= Age
= Ethnie (si population multiethnique)
= Statut socio-économique
= Consommation de tabac
= Consommation d’alcool
= Consommation de Cannabis
= Antécédent de cancer du sein ipsilatéral
= Traitement par chimiothérapie néoadjuvante ou antérieure pour autre cause
= Traitement Herceptin néoadjuvant
= Traitement antihormonal néoadjuvant
3. Modéle complet : variables nécessaires selon la méthode de VanderWeele et variables
associées a l'issue seulement (pour augmenter la précision)
= Age
= Année du diagnostic (si recrutement sur >5 ans)
= Présence de comorbidités
= Ethnie (si population multiethnique)
= Statut socio-économique

= Consommation de tabac

3 S'il n’est pas possible de distinguer les traitements néoadjuvants des traitements adjuvants, c. a d. qu’une seule variable
dans la base de données pour laquelle la valeur 1 signifie avoir regu un traitement néoadjuvant ou adjuvant (de
chimiothérapie, de radiothérapie, d’hormonothérapie ou de Herceptin), cette variable peut étre utilisée comme une
combinaison des deux dans un modele optimal et complet. Dans ce cas, le modéle optimal et le modéle complet seront
identiques (sauf pour 'année du diagnostic, et la présence de comorbidité). Ces variables pourront donc étre gardées dans
le modéle complet.
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Consommation d’alcool

Consommation de Cannabis

Antécédent de cancer du sein ipsilatéral

Traitement par chimiothérapie néoadjuvante ou antérieure pour autre cause
Traitement Herceptin néoadjuvant

Traitement antihormonal néoadjuvant

Traitement par chimiothérapie adjuvante

Traitement Herceptin adjuvant

Traitement antihormonal adjuvant

Pour les analyses de sensibilité :

4. Modéle optimal avec facteurs intermédiaires potentiels

Age

Ethnie (si population multiethnique)

Statut socio-économique

Consommation de tabac

Consommation d’alcool

Consommation de Cannabis

Antécédent de cancer du sein ipsilatéral

Traitement par chimiothérapie néoadjuvante ou antérieure pour autre cause
Traitement Herceptin néoadjuvant

Traitement antihormonal néoadjuvant

Facteurs intermédiaires potentiels :

IMC/tour de taille

Taille de la tumeur

Grade histologique

Atteinte ganglionnaire

Métastase a distance au moment du diagnostic
Stade TNM

Statut ER/PR

Statut HER2
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5. Modele complet avec facteurs intermédiaires potentiels

Age

Année du diagnostic (si recrutement sur >5 ans)
Présence de comorbidités

Ethnie (si population multiethnique)

Statut socio-économique

Consommation de tabac

Consommation d’alcool

Consommation de Cannabis

Antécédent de cancer du sein ipsilatéral
Traitement par chimiothérapie néoadjuvante ou antérieure pour autre cause
Traitement Herceptin néoadjuvant

Traitement antihormonal néoadjuvant
Traitement par chimiothérapie adjuvante
Traitement Herceptin adjuvant

Traitement antihormonal adjuvant

Facteurs intermédiaires potentiels :

IMC/tour de taille

Taille de la tumeur

Grade histologique

Atteinte ganglionnaire

Métastase a distance au moment du diagnostic
Stade TNM

Statut ER/PR

Statut HER2

Pour la survie sans récidive, les facteurs pronostiques associés au risque de décés de toutes causes

identifiées dans la littérature sont : 'age (années), I'historique familial au premier degré de cancer du

sein (oui vs non), le statut ménopausique (préménopausée vs ménopausée), la taille de la tumeur

(mm), le grade histologique (1-3), le type histologique (canalaire vs lobulaire), I'envahissement

ganglionnaire (nombre de ganglions atteint), la présence de métastases a distance au moment du
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diagnostic (ou stade TNM) (I-1V), le statut ER/PR (oui vs non), le statut HER2 (oui vs non), les différents
traitements; chimiothérapie (oui vs non), antihormonal (oui vs non), et anti HER2 (Herceptin) (oui vs
non), un traitement de radiothérapie sur le méme sein, soit pour un cancer du sein antérieur ou pour
un autre type de cancer (oui vs non) et radiothérapie adjuvante (oui vs non) ainsi que le type de
chirurgie (mastectomie totale vs mastectomie partielle). Parmi les autres variables utilisées dans les
études de survie, I'ethnicité, I'état matrimonial, le statut socio-économique et I'année du diagnostic ont
été pris en compte. Le tableau 4 présente la méthode de sélection. Pour la survie sans récidives, les

modeéles retenus sont les suivants :

1. Brut: sans ajustement
2. Optimal (méthode de VanderWeele)
= Age
= Statut ménopausique
= Historique familial
= Ethnie (si population multiethnique)
= Statut socio-économique
= Consommation de tabac
= Consommation d’alcool
= Consommation de Cannabis
= Antécédent de cancer du sein ipsilatéral
= Radiothérapie sur le méme sein antérieure
= Traitement par chimiothérapie néoadjuvante ou antérieure pour autre cause
= Traitement Herceptin néoadjuvant
= Traitement antihormonal néoadjuvant
3. Modele complet: variables nécessaires selon la méthode de VanderWeele et variables
associées a l'issue seulement (pour augmenter la précision)
= Age
= Statut ménopausique
= Historique familial de cancer du sein
= Année du diagnostic (si recrutement sur >5 ans)
= Présence de comorbidités

= Ethnie (si population multiethnique)
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Statut socio-économique

Consommation de tabac

Consommation d’alcool

Consommation de Cannabis

Antécédent de cancer du sein ipsilatéral
Radiothérapie sur le méme sein antérieure
Traitement par chimiothérapie néoadjuvante ou antérieure pour autre cause
Traitement Herceptin néoadjuvant
Traitement antihormonal néoadjuvant
Traitement par chimiothérapie adjuvante
Traitement Herceptin adjuvant

Traitement antihormonal adjuvant
Radiothérapie adjuvante

Type de chirurgie

Pour les analyses de sensibilité :

4. Modéle optimal avec facteurs intermédiaires potentiels

Age

Statut ménopausique

Historique familial de cancer du sein
Ethnie (si population multiethnique)

Statut socio-économique

Consommation de tabac

Consommation d’alcool

Consommation de Cannabis

Antécédent de cancer du sein ipsilatéral
Radiothérapie sur le méme sein antérieure
Traitement par chimiothérapie néoadjuvante ou antérieure pour autre cause
Traitement Herceptin néoadjuvant

Traitement antihormonal néoadjuvant

Facteurs intermédiaires potentiels :
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IMC/tour de taille

Taille de la tumeur

Grade histologique

Atteinte ganglionnaire

Métastase a distance au moment du diagnostic
Stade TNM

Statut ER/PR

Statut HER2

5. Modéle complet avec facteurs intermédiaires potentiels

Age

Statut ménopausique

Historique familial de cancer du sein

Année du diagnostic (si recrutement sur >5 ans)
Présence de comorbidités

Ethnie (si population multiethnique)

Statut socio-économique

Consommation de tabac

Consommation d’alcool

Consommation de Cannabis

Antécédent de cancer du sein ipsilatéral
Radiothérapie sur le méme sein antérieure
Traitement par chimiothérapie néoadjuvante ou antérieure pour autre cause
Traitement Herceptin néoadjuvant

Traitement antihormonal néoadjuvant
Traitement par chimiothérapie adjuvante
Traitement Herceptin adjuvant

Traitement antihormonal adjuvant
Radiothérapie adjuvante

Type de chirurgie

32



Facteurs intermédiaires potentiels :

= [MCltour de taille

= Taille de la tumeur

= Grade histologique

= Atteinte ganglionnaire

» Métastase a distance au moment du diagnostic
= Stade TNM

» Statut ER/PR

» Statut HER2

En comparant les modéles pour la survie globale et la survie sans récidive, 6 variables sont différentes :
le statut de ménopause, I'histoire familiale de cancer du sein et la radiothérapie sur le méme sein
antérieure (nécessaire pour la survie sans récidive), le type de chirurgie, la radiothérapie adjuvante
(optionnelles pour la survie sans récidive) et la présence de comorbidités (optionnelle pour la survie
globale). Ces 6 variables ne se trouvent pas sur le chemin causal entre I'expression de RCB1 et RCB2
etla survie globale. Pour simplifier, on pourrait inclure ces variables dans les modéles de survie globale
et ainsi inclure les mémes variables dans chaque type de modéle pour ces deux issues (survie globale
et sans récidive). La survie sans événement est composée a la fois des décés toutes causes et des
récidives, les mémes variables d’ajustement, identifiées plus haut, de chacune de ces deux issues vont
s’appliquer. Les facteurs associés au déces de toutes causes sont aussi associés a la survenue
d’autres cancers, alors que les facteurs associés a la récidive sont aussi ceux associés au risque d’un
second cancer du sein. Finalement, les mémes variables d’ajustement vont étre utilisées pour toutes

les issues. Trois modeles ont été construits pour chacune d’elle :

1. Brut: sans ajustement

2. Optimal (méthode de VanderWeele)
= Age
= Statut ménopausique
= Historique familial de cancer du sein
= Ethnie (si population multiethnique)
= Statut socio-économique

= Consommation de tabac
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= Consommation d’alcool
= Consommation de Cannabis
= Antécédent de cancer du sein ipsilatéral
= Traitement par chimiothérapie néoadjuvante ou antérieure pour autre cause
» Traitement Herceptin néoadjuvant
» Traitement antihormonal néoadjuvant
3. Modéle complet : variables nécessaires selon la méthode de VanderWeele et variables
associées a l'issue seulement (pour augmenter la précision)
= Age
= Statut ménopausique
= Historique familial de cancer du sein
= Année du diagnostic (si recrutement sur >5 ans)
= Présence de comorbidités
= Ethnie (si population multiethnique)
= Statut socio-économique
= Consommation de tabac
= Consommation d’alcool
= Consommation de Cannabis
= Antécédent de cancer du sein ipsilatéral
» Radiothérapie sur le méme sein antérieure
= Traitement par chimiothérapie néoadjuvante ou antérieure pour autre cause
= Traitement Herceptin néoadjuvant
= Traitement antihormonal néoadjuvant
= Traitement par chimiothérapie adjuvante
= Traitement Herceptin adjuvant
= Traitement antihormonal adjuvant
= Radiothérapie adjuvante

= Type de chirurgie

Pour les analyses de sensibilité, nous avons considére les modéles suivants :
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1) Modéle optimal incluant les variables intermédiaires potentielles

2) Modeéle complet incluant les variables intermédiaires potentielles

Les variables de I'issue sont dichotomiques, 1 si 'événement a lieu avant la fin du suivi et 0 si aucun
événement n’est survenu. Les intervalles de confiance ont été fixés a 95 %. L’hypothése de
proportionnalité a été testée. Pour les variables qui ne respectaient pas I'hypothése de proportionnalité,
un terme d'interaction en fonction du temps a été utilisé. La forme fonctionnelle des variables continues
a été validée ainsi que la multicolinéarité. Puis finalement, nous avons vérifié que les modéles ne
comportaient pas de valeurs influentes ou extrémes (Annexe B). Les valeurs de p sont basées sur le
test de Wald. Ce modéle d’analyse statistique est largement utilisé pour analyser des données de
survie lorsque l'objectif est d’évaluer I'effet de variables sur la survie. Il est également reconnu pour

étre robuste.

Les analyses statistiques ont été réalisées a l'aide du logiciel SAS (9.4).
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Tableau 2: Sélection des variables d'ajustement pour les facteurs pronostiques

Variable Description Cause Cause les | Causé par | Décision
I'expression de | facteurs I'expression de
CB1/CB2 pronostiques | CB1/CB2
Age (ans) Continue Possible Oui Non Ajustement
nécessaire
Statut de ménopause | Dichotomique | Possible Oui Non Ajustement
(pré/post) nécessaire
Ethnie Nominal Possible Oui Non Ajustement
nécessaire si
population
multiethnique
Etat matrimonial Dichotomique | Non Possible Non Ajustement non
(couple/seul) nécessaire (Si
disponible)
Statut socio- Ordinal Possible Possible Non Ajustement
économique nécessaire
IMC/tour de taille Continue Possible Oui Possible Facteur intermédiaire
possible
Modéles avec et sans
Parité (oui/non) Dichotomique | Possible Non Non Ajustement non
nécessaire (Si
disponible)
Allaitement (oui/non) | Dichotomique | Possible Non Non Ajustement non
nécessaire (Si
disponible)
Traitement hormonal | Dichotomique | Possible Oui Non Ajustement
substitutif (oui/non) nécessaire
Tabac/Alcool Dichotomique | Possible Possible Non Ajustement
(oui/non) nécessaire
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Consommation de Dichotomique | Possible Possible Non Ajustement
Cannabis (oui/non) nécessaire
Antécédent de Dichotomique | Possible Oui Non Ajustement
cancer du sein nécessaire
ipsilatéral (oui/non)
Traitement par Dichotomique | Oui si Oui Non Ajustement
chimiothérapie néoadjuvant nécessaire si
antérieure (oui/non) ou antérieur ; néoadjuvant ou
non si antérieur ;
adjuvant
Ajustement non
nécessaire si adjuvant
(si disponible)
Radiothérapie surle | Dichotomique | Oui Oui Non Ajustement
méme sein nécessaire
antérieure (oui/non)

CB1 : cannabinoides 1; CB2 : cannabinoides 2; IMC : indice de masse corporel (kg/m2); En gras : facteurs associés a la survie.
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Tableau 3: Sélection des variables d'ajustement pour la survie globale (décés de toutes causes)

Variable Description Cause Cause les | Causé par | Décision
I'expression de | décés de | I'expression de
CB1/CB2 toute cause | CB1/CB2
Age (ans) Continue Possible Oui Non Aj'ustemfant
nécessaire
Ajustement non
Année du diagnostic | Nominale Non Possible Non nécessaire (Si
disponible)
, Ajustement non
Statut de ménopause . . . g Lo
) Dichotomique | Possible Non Non nécessaire (Si
(pré/post) o
disponible)
Ajustement
Ethnie Nominal Possible Possible Non necessaire sl
population
multiethnique
. N Ajustement non
Etat matrimonial . . . j oo
Dichotomique | Non Possible Non nécessaire (Si
(couple/seul) o
disponible)
§tatut S(.)CIO_ Ordinal Possible Possible Non Aj’ustem.ent
économique nécessaire
Facteur intermédiaire
IMCltour de taille Continue Possible Possible | Possible possible
Modeles avec et sans
Ajustement non
Parité (oui/non) Dichotomique | Possible Non Non nécessaire (Si
disponible)
Ajustement non
Allaitement (oui/non) | Dichotomique | Possible Non Non nécessaire (Si
disponible)
. Ajustement non
Traitement hormonal . . . p N
PP Dichotomique | Possible Non Non nécessaire (Si
substitutif (oui/non) Co
disponible)
Tapac/AIcool Dichotomique | Possible Possible Non Aj’ustemgnt
(oui/non) nécessaire
Consommathn de Dichotomique | Possible Possible Non Aj’ustem?nt
Cannabis (oui/non) nécessaire
Antécédent de Aiustement
cancer du sein Dichotomique | Possible Possible Non J .
o . nécessaire
ipsilatéral (oui/non)
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. Ajustement non
Présence de , . Pas de . \ ) )
s Dichotomique ) Oui Non nécessaire (Si
comorbidité (oui/non) données disponible)
. Facteur intermédiaire
E:l)e de la tumeur Continue Possible Oui Possible possible
Modéles avec et sans
. . Facteur intermédiaire
8ra§ e3;1|stolog|que Ordinale Possible Oui Possible possible
Y Modéles avec et sans
. _ . Facteur intermédiaire
Atteinte ganglionnaire Dichotomique | Non Oui Possible possible
(oui, non)
Modéles avec et sans
Métastase a distance Fc intermédiaire
au moment du Dichotomique | Non Oui Possible possible
diagnostic (oui/non) Modéles avec et sans
Facteur intermédiaire
ﬁ;?de TNMCLIL L o inale Non Oui Possible possible
Modeéles avec et sans
Facteur intermédiaire
Statut ER/PR . . . . . possib|e
(Posititinégatif) Dichotomique | Possible Oui Possible
Modéles avec et sans
Statut HER2 Factg;r intermédiaire
o Dichotomique | Possible Oui Possible possible
(posititinégati) Modeéles avec et sans
Ajustement
o nécessaire si
Traitement par S:;:é'uvant neo'a(.ijuva.mt ou
chimiothérapie Dichotomique uvant =1 oui Non anterieur ;
(ouilhon) ou antérieur ; .
non si adjuvant Ajustement non
nécessaire si adjuvant
(si disponible)
Radiothérapie sur le .
. . - . . . Ajustement non
méme sein antérieure | Dichotomique | Oui Non Non nécessaire
(oui/non)
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Ajustement
nécessaire si

- : Oui si néoadjuvant;
(Tgﬁ;/tsg:gnt Herceptin Dichotomique | néoadjuvant; | Oui Non . :
non si adjuvant Ajustement non

nécessaire si adjuvant
(si disponible)
Ajustement
nécessaire si

Traitement Ouisi néoadjuvant;

antihormonal (1A ou Dichotomique | néoadjuvant; | Oui Non

tamoxiféne) (oui/non)

non si adjuvant

Ajustement non
nécessaire si adjuvant
(si disponible)

CB1 : cannabinoides 1; CB2 : cannabinoides 2; IMC : indice de masse corporel (kg/m2); En gras : facteurs associés a la survie.
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Tableau 4: Sélection des variables d'ajustement pour la survie sans récidive (carcinome invasif

seulement, récidive locale, régionale ou a distance)

Variable Description Cause Cause la | Causé par | Décision
I'expression de | récidive I'expression de
CB1/CB2 CB1/CB2
Age (ans) Continue Possible Oui Non Ajustement
nécessaire
Ajustement non
Année du diagnostic | Nominale Non Possible Non nécessaire (Si
disponible)
Sta't ut de ménopause Dichotomique | Possible Oui Non Aj'ustemgnt
(pré/post) nécessaire
Ajustement
Ethnie Nominal Possible Possible Non necessaire sl
population
multiethnique
Etat matrimonial Ajustement non
Dichotomique | Non Possible Non nécessaire (si
(couple/seul) oo
disponible)
Statut socio- Ordinal Possible Possible Non Ajustement
économique nécessaire
Facteur intermédiaire
IMChtour de taille | Continue | Possible Possible | Possible possible
Modeles avec et sans
Histoire familiale de Aiustement
cancer du sein Dichotomique | Possible Oui Non ) )
. nécessaire
(oui/non)
Ajustement non
Parité (oui/non) Dichotomique | Possible Non Non nécessaire (Si
disponible)
Ajustement non
Allaitement (oui/non) | Dichotomique | Possible Non Non nécessaire (Si
disponible)
Traitement hormonal Ajustement non
e Dichotomique | Possible Non Non nécessaire (Si
substitutif (oui/non) oo
disponible)
Tapac/ Alcool Dichotomique | Possible Possible Non Aj’ustemgnt
(oui/non) nécessaire
Consommatpn de Dichotomique | Possible Possible Non Aj’ustemgnt
Cannabis (oui/non) nécessaire
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Antécédent de Aiustement
cancer du sein Dichotomique | Possible Possible Non ) )
S . nécessaire
ipsilatéral (oui/non)

. Ajustement non
Presenge. qe . Dichotomique Pas d’e Non Non nécessaire (Si
comorbidité (oui/non) données Co

disponible)
Facteur intermédiaire
E}Ij”)e de la tumeur Continue Possible Oui Possible possible
Modeéles avec et sans
Facteur intermédiaire
Type histologique Dichotomique | Possible Oui Possible possible
Modeéles avec et sans
Facteur intermédiaire
8ra§e3;“3t°'°9'q“e Ordinale Possible Oui Possible possible
Modeéles avec et sans
Facteur intermédiaire
Atteinte ganglionnaire Dichotomique | Non Oui Possible possible
(oui, non)
Modéles avec et sans
Métastase a distance Factgtl)Jlr intermédiaire
au moment du Dichotomique | Non Oui Possible possible
diagnostic (Oui/non) Modéles avec et sans
Facteur intermédiaire
ﬁ}‘;‘de TNMECL I orginale Non Oui Possible possible
Modéles avec et sans
Facteur intermédiaire
Statut ER/PR : , , . , possible
(Positifinégatif) Dichotomique | Possible Oui Possible
Modeéles avec et sans
Facteur intermédiaire
Statl.Jt. HE,RZ. Dichotomique | Possible Oui Possible possible
(positif/négatif)
Modeéles avec et sans
Ajustement
nécessaire si
. Oui si néoadjuvant o
Trgltgment par néoadjuvant antéricje:‘r,' ’
chimiothérapie Dichotomique ou antérieur - Oui Non :
(ouifnon) non si adjuvant Ajustement non
nécessaire si adjuvant
(si disponible)
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Radiothérapie sur le
méme sein antérieure | Dichotomique | Oui Oui Non Ajustement nécessaire
(oui/non)
Ajustement
nécessaire si
. . Oui si néoadjuvant;
gﬁ;}ﬁgﬁm Herceptin Dichotomique | néoadjuvant; | Oui Non
non si adjuvant Ajustement non
nécessaire si adjuvant
(si disponible)
Ajustement
nécessaire si
Traitement Ouisi néoadjuvant;
antihormonal (1A ou Dichotomique | néoadjuvant; | Oui Non
tamoxiféne) (oui/non) non si adjuvant Ajustement non
nécessaire si adjuvant
(si disponible)
qu|otherap|g Dichotomique | Non Oui Non AJ’ustemgnt non
adjuvante (oui/non) nécessaire
Type de chirurgie Dichotomique | Non Oui Non AJ,ustemgnt non
nécessaire

CB1 : cannabinoides 1; CB2 : cannabinoides 2; IMC : indice de masse corporel (kg/m?); En gras : facteurs associés a la survie.
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Chapitre 3 <Résultats >

Dans ce chapitre nous avons répondu a notre premier objectif, celui de décrire I'expression protéique

des RCB dans les tumeurs mammaires.

3.1 Résultats — objectif 1

3.1.1 Description de la population

Cette étude a été réalisée sur une série consécutive de 522 femmes diagnostiquées d’un cancer du
sein invasif au CMS. Les caractéristiques des patientes incluant les facteurs de risques et les facteurs

pronostiques sont décrits dans le tableau 5.

Le suivi médian était de 92,0 mois (moyenne 84,7+20,7 mois, intervalle 7,0-114,0). L'’age médian des
femmes lors du diagnostic était de 61,0 ans (moyenne 61,2+12,6, intervalle 24,0-92,0). Principalement,
les femmes étaient agées entre 24 et 92 ans (médiane=61), et 76,4% dentre elles étaient
ménopausées. La plupart ont regu un diagnostic de carcinome canalaire infiltrant stades Il et lll. Les
femmes ont rapporté consommer de I'alcool socialement et leur IMC variait de 15,2 & 45,9. Durant
l'étude, 143 (27,4%) femmes ont eu un événement incluant I'apparition d’une premiére récidive
ipsilatérale, ou d'une premiere récidive a distance, d’'un cancer du sein invasif controlatéral, ou d’'un
second cancer primaire invasif ou le déces de toutes causes, 74 (14,2%) ont eu une récidive

locorégionale ou a distance alors que 86 (16,5%) sont décédées.
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Tableau 5: Caractéristiques des femmes selon I'expression du RCB1 et RCB2

RCB1 (n=489)

RCB2 cytoplasmique (n=475)

RCB2 nucléaire (n=475)

Caractéristiques” Total (n=522) Faible® Forte Faible® Forte’ Faible* Forte*
(n=235) (n=254) (n=211) (n=264) (n=206) (n=269)
Age (années)
Moyenne + ET 61,2+ 12,6 62,3+12,6 60,4 +12,9 62,9+ 12,6 60,0 £ 12,8 61,9+133 60,8 + 12,3
Médiane [intervalle] 61,0 [24,0-92,0] 63,0(32,0-91,01 61,0([24,0-92,01 64,0[24,0-91,0] 61,0[25,0-92,0] 63,0 [24,0-91,0] 61,0 [25,0-92,0]
Ménopausé 399 (76,4%) 186 (79,2%) 189 (74,4%) 168 (79,6%) 194 (73,5%) 155 (75,2%) 207 (77,0%)
Historique familial de
245 (46,9%) 110 (46,8%) 123 (48,4%) 97 (45,9%) 125 (47,4%) 96 (46,6%) 126 (46,8%)
cancer du sein (oui)
Déja fumé 254 (48,7%) 119 (50,6%) 118 (46,5%) 112 (53,1%) 120 (45,5%) 95 (46,1%) 137 (50,9%)
Consommation
337 (64,6%) 147 (62,6%) 168 (66,1%) 128 (60,7%) 179 (67,8%) 131 (63,6%) 176 (65,4%)
d’alcool (oui)
Indice de masse
corporel (kg/m?)
Moyenne + ET 26,3+5,2 258+52 26,6 +5,3 26,1+5,0 26,4+55 26,352 26,2+5,3
Médiane [intervalle] ~ 25,5[15,2-45,9] 24,6 [16,3-44,1] 25,6 [15,2-45,9] 25,0[17,7-44,1] 25,5[15,2-45,9] 25,6 [16,3-44,6] 25,3[15,2-45,9]
Historique personnel
de cancer du sein 63 (12,1%) 25(10,6%) 32 (12,6%) 26 (12,3%) 29 (11,0%) 23 (11,2%) 32 (11,9%)
(oui)
Type histologique
Ductal, invasif 451 (86,4%) 204 (86,8%) 220 (86,6%) 180 (85,3%) 235 (89,0%) 189 (91,8%) 226 (84,0%)
Lobulaire, invasif 56 (10,7%) 27 (11,5%) 24.(9,5%) 24 (11,4%) 23 (8,7%) 12 (5,8%) 35 (13,0%)
Mixte ductal et
15 (2,9%) 4 (1,7%) 10 (3,9%) 7 (3,3%) 6 (2,3%) 5 (2,4%) 8 (3,0%)

lobulaire, invasf

Grade tumoral
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1
2
3

Taille de la tumeur
<2cm
>2 and <5 c¢m
>5cm

Envahissement

ganglionnaire
0
1-3
4-9
=10

Stade TNM
I
I
1]

W%

Statut ER
Négatif
Positif

Statut PR
Négatif
Positif

Statut HER2
Négatif
Positif

86 (16,5%)
258 (49,4%)
178 (34,1%)

293 (56,1%)
209 (40,0%)
20 (3,8%)

312 (59,8%)
146 (28,0%)
42 (8,0%)
22 (4,2%)
203 (38,9%)
241 (46,2%)
71 (13,6%)
7 (1,3%)
64 (12,3%)
458 (87,7%)

108 (20,7%)
414 (79,3%)

455 (87,2%)
67 (12,8%)

39 (16,6%)
112 (47,7%)
84 (35,7%)

130 (55,3%)
101 (43,0%)
4(1,7%)

153 (65,1%)
60 (25,5%)
17 (7,2%)
5(2,1%)

96 (40,9%)
110 (46,8%)
28 (11,9%)
1(0,4%)

29 (12,3%)
206 (87,7%)

46 (19,6%)
189 (80,4%)

215 (91,5%)
20 (8,5%)

38 (15,0%)
130 (51,2%)
86 (33,9%)

140 (55,1%)
99 (39,0%)
15 (5,9%)

137 (53,9%)
78 (30,7%)
22 (8,7%)
17.(6,7%)

91 (35,8%)

119 (46,9%)
38 (18,0%)

6 (2,4%)

30 (11,8%)
224 (88,2%)

52 (20,5%)
202 (79,5%)

210 (82,7%)
44 (17,3%)
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30 (14,2%)
119 (56,4%)
62 (29,4%)

114 (54,0%)
89 (42,2%)
8 (3,8%)

135 (64,0%)
55 (26,1%)
14 (6,6%)

7 (3,3%)

84 (39,8%)
101 (47,9%)
25 (11,9%)
1(0,5%)

35 (16,6%)
176 (83,4%)

51 (24,1%)
160 (75,8%)

191 (90,5%)
20 (9,5%)

42 (18,9%)
116 (43,9%)
106 (40,2%)

148 (56,1%)
106 (40,2%)
10 (3,8%)

146 (55,3%)
80 (30,3%)
26 (9,8%)
12 (4,6%)
97 (36,7%)
122 (46,2%)
39 (14,8%)

6 (2,3%)

25 (9,5%)
239 (90,5%)

47 (17,8%)
217 (82,2%)

222 (84,1%)
42 (15,9%)

23 (11,2%)
90 (43,7%)
93 (45,2%)

110 (53,4%)
93 (45,2%)
3 (1,5%)

125 (60,7%)
59 (28,6%)
18 (8,7%)
4(1,9%)

76 (36,9%)
104 (50,5%)
24 (11,7%)

2 (1,0%)

37 (18,0%)
169 (82,0%)

53 (25,7%)
153 (74,3%)

180 (87,4%)
26 (12,6%)

49 (18,2%)
145 (53,9%)
75 (27,9%)

152 (56,5%)
102 (37,9%)
15 (5,6%)

156 (58,0%)
76 (28,3%)
22 (8,2%)
15 (5,6%)
105 (39,0%)
119 (44,2%)
40 (14,9%)
5 )
23 (8,6%)
246 (91,5%)

45 (16,7%)
224 (83,3%)

233 (86,6%)
36 (13,4%)



Chirurgie

Partielle

Totale
Chimiothérapie avant
la chirurgie (oui)
Hormonothérapie
avant la chirurgie (oui)
Chimiothérapie aprés
la chirurgie (oui)
Radiothérapie apreés la
chirurgie (oui)
Hormonothérapie
apreés la chirurgie (oui)
Trastuzumab apres la
chirurgie (oui)
Suivi (mois)

Moyenne+ ET

Médiane [intervalle]
Issue

Déces

Récidivess

Evénementst

384 (73,6%)
138 (26,4%)

6 (1,2%)

6 (1,2%)

263 (50,4%)

414 (79,3%)

433 (83,0%)

59 (11,3%)

84,7 20,7
92,0 [7,0-114,0]

86 (16,5%)
74 (14,2%)
143 (27,4%)

173 (73,6%)
62 (26,4%)

1(0,4%)

3 (1,3%)

108 (46,0%)

184 (78,3%)

189 (80,4%)

20 (8,4%)

83,0 £217
91,0 [7,0-112,0]

41 (17,5%)
31 (13,2%)
65 (27,7%)

187 (73,6%)
67 (26,4%)

2(0,8%)

3 (1,2%)

138 (54,3%)

204 (80,3%)

217 (85,4%)

36 (14,2%)

86,3 + 19,6
93,0 [11,0-114]

40 (15,8%)
36 (14,2%)
69 (27,2%)

156 (73,9%)
55 (26,1%)

1(0,5%)

4 (1,9%)

94 (44,6%)

164 (77,7%)

164 (77,7%)

15 (7,1%)

84,6 + 20,8
93,0 [7,0-112,0]

39 (18,5%)
24 (11,4%)
60 (28,4%)

195 (73,9%)
69 (26,1%)

2(0,8%)

2 (0,8%)

146 (55,3%)

212 (80,3%)

229 (86,7%)

39 (14,8%)

84,4 +212
92,0 [7,0-114,0]

43 (16,3%)
44 (16,7%)
74 (28,0%)

154 (74,8%)
52 (25,2%)

1(0,5%)

1(0,5%)

106 (51,5%)

163 (79,1%)

157 (76,2%)

23 (11,2%)

84,71+ 21,2
92,0 [14,0-112,0]

42 (20,4%)
31 (15,1%)
65 (31,6%)

197 (73,2%)
72 (26,8%)

2(0,7%)

5 (1,9%)

134 (49,8%)

213 (79,2%)

236 (87,7%)

31 (11,5%)

84,7 20,9
92,0 [7,0-114,0]

40 (14,9%)
37 (13,8%)
69 (25,7%)

RCB1 : récepteurs cannabinoides 1; RCB2 : récepteurs cannabinoides 2; n= nombre; Intervalle : étendue des valeurs minimales et maximales; ET: écart-type; ER : récepteur a I'cestrogéne; PR : récepteur a

la progestérone; HER2 : récepteur 2 du facteur de croissance épidermique humain; ‘Dichotomisé & partir de la médiane; $ Récidive locorégionale et & distance ; TDécés, récidives, second cancer
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3.1.2 Evaluation immunohistochimique de 'expression des RCB

Lors de I'évaluation immunohistochimique, certaines carottes ont été éliminées en raison d’'un nombre
insuffisant de cellules tumorales ou parce que celles-ci n’étaient pas interprétables. Pour le RCB1, 476
(23,1%) carottes ont été exclues alors que pour le RCB2, 514 (24,6%) ont été exclues (Annexe C).
Nous avons observé que le tissu non cancéreux n’exprimait aucun récepteur. Les figures 4 et 5

représentent un échantillon des TMA et le score d’intensité pour les RCB.

Figure 4: Echantillon TMA représentant I'intensité du marquage du RCB1

(a) (b) © (d)
Score d'intensité pour I'expression du RCB1; (a) 0 (absent); (b) 1 (faible); (c) 2 (modéré); (d) 3 (forte). Echelle: 10X
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Figure 5: Echantillon TMA représentant I'intensité du marquage du RCB2

(a) (b) (c)
Score d'intensité pour I'expression du RCB2; (a) 0 (absent); (b) 1 (faible); (c) 2 (modéré); (d) 3 (forte). Echelle: 10X

Dans les échantillons des biopsies du sein, 'expression du RCB1 était hétérogéne, c'est-a-dire que
I'expression des récepteurs variait d’'une patiente a I'autre, mais aussi a l'intérieur d'une méme tumeur
et était présente dans le cytoplasme. En tout, nous avons évalué 2056 carottes pour le RCB1 ce qui
représente 489 (93,7%) femmes. Enfin, une faible expression était présente chez 235 femmes (48,0%)

alors que 254 femmes (51,9%) avaient une expression élevée.

Pour le RCB2, I'expression était hétérogéne et a été détectée dans le cytoplasme et dans le noyau.
Nous avons évalué 2091 carottes pour un total de 475 (91,0%) femmes. Parmi ces cas, 211 (44,4%)
avaient une faible expression cytoplasmique et 264 (55,6%) avaient une forte expression. Alors que

206 (43,4%) avaient une faible expression nucléaire et 269 (56,6%) avaient une forte expression.

Nous avons observé que les femmes ayant une forte expression pour le RCB1 étaient plus souvent
préménopausées, avaient en moyenne un IMC de 26,6, étaient moins souvent fumeuses,
consommaient de I'alcool socialement, avaient une tumeur de grade histologique Il, et un cancer du
sein de stade TNM II. On retrouvait aussi un nombre plus élevé de tumeurs de plus de 5 cm et un
nombre de ganglions envahis qui dépassait plus souvent 10 chez ces patientes comparativement aux

patientes ayant une faible expression.

Pour le RCB2 cytoplasmique, nous avons observé chez les femmes ayant une forte expression qu'elles
étaient plus souvent préménopausées, avaient en moyenne un IMC de 26,4, étaient moins souvent

fumeuses, consommaient de I'alcool socialement, avaient une tumeur de grade histologique II, et un
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cancer du sein de stade TNM II. On retrouvait aussi un nombre plus élevé de tumeurs de moins de 2
cm et la plupart du temps aucun envahissement ganglionnaire comparativement aux patientes ayant

une faible expression.

Puis, nous avons observé chez les femmes ayant une forte expression du RCB2 nucléaire qu'elles
étaient plus souvent ménopausées, avaient en moyenne un IMC de 26,2, étaient plus souvent
fumeuses, consommaient de I'alcool socialement, avaient une tumeur de grade histologique II, et un
cancer du sein de stade TNM Il. On retrouvait aussi un nombre plus élevé de tumeurs de moins de 2
cm et la plupart du temps aucun envahissement ganglionnaire comparativement aux patientes ayant

une fable expression.

En regroupant les résultats par sous-type moléculaire de cancer du sein, on observe que les patientes
ayant une expression positive des récepteurs ER/PR avaient une forte expression nucléaire du RCB2.
Alors que les patientes ayant un statut HER2 positif avaient une forte expression du RCB1 et RCB2.
Tandis que les patientes ayant un sous-type moléculaire triple négatif présentaient une faible
expression du RCB1 et RCB2 (tableau 6).
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Tableau 6: Sous-type moléculaire du cancer du sein et I'expression du RCB1 et du RCB2

RCB1 (n=489) RCB2 cytoplasmique (n=475) RCB2 nucléaire (n=475)
Sous-types Faible’ Forte’ Faible’ Forte’ Faible* Forte’
(n=258) (n=254) (n=253) (n=264) (n=253) (n=269)
Statut ER/PR (oui) 191 (39,0%) 198 (40,5%) 167 (35,2%) 209 (44,0%) 157 (33,1%) 219 (46,1%)
Statut HER2 (oui) 20 (4,1%) 44 (9,0%) 20 (4,2%) 42 (8,8%) 26 (5,5%) 36 (7,6%)
Triple négatif (oui) 24 (4,9%) 12 (2,5%) 24 (5,1%) 13 (2,7%) 23 (4,8%) 14 (2,9%)

RCB1 : récepteurs cannabinoides 1; RCB2 : récepteurs cannabinoides 2; n= nombre; ER : récepteur a I'cestrogene; PR : récepteur a la progestérone; HER2
humain;'Dichotomisé a partir de la médiane;
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3.2 Résultats — objectif 2

Pour répondre au deuxieme objectif que nous avons décrit au début de notre projet, nous avons
examiné la corrélation entre les facteurs pronostiques connus du cancer du sein et I'expression

protéique des RCB1 et RCB2. Les résultats sont présentés dans le tableau 7.

Nous avons observé une faible corrélation positive entre I'envahissement ganglionnaire (rs=0,107,
p=0,0194) et le statut HER2 (rs =0,165, p=0,0003) pour le RCB1. Une faible corrélation positive pour
le type histologique (rs=0,147, p=0,0014) et le statut ER/PR (rs=0,173, p=0,0002, rs=0,121, p=0,0087,
respectivement) pour le RCB2 nucléaire. Nous avons aussi observé une faible corrélation inverse pour
le grade tumoral (rs=-0,170, p=0,0002). Tandis que nous n'avons observé aucune corrélation pour le

RCB2 cytoplasmique.
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Tableau 7: Corrélation entre I'expression du RCB1 et du RCB2 et les facteurs pronostiques du cancer du sein

RCB1 (n=489) RCB2 cytoplasmique (n=475) RCB2 nucléaire (n=475)
Brut  Partiellement  Ajustés Brut Partiellement Ajusté$ Brut Partiellement Ajusté$
ajusté’ ajusté’ ajusté’

Type histologique
Is -0,019 0,004 0,006 -0,022 -0,004 -0,002 0,144 0,148 0,147
valeur-p 0,8451 0,9316 0,9045 0,6399 0,9301 0,9602 0,0016 0,0013 0,0014
Taille de la tumeur
Is 0,017 0,025 0,011 0,030 0,046 0,032 0,013 0,023 0,030
valeur-p 0,7148 0,5795 0,8074 0,5158 0,3207 0,4843 0,7721 0,6163 0,5163
Envahissement ganglionnaire
Is 0,116 0,110 0,107 0,072 0,063 0,060 0,060 0,063 0,064
valeur-p 0,0103 0,0155 0,0194 0,1180 0,1767 0,1978 0,2158 0,1770 0,1676
Grade tumoral
Is 0,003 -0,006 -0,014 0,052 0,043 0,036 -0,170 0,171 0,170
valeur-p 0,9451 0,9008 0,7632 0,2572 0,3577 0,4420 0,0002 0,0002 0,0002
Stade TNM
rs 0,073 0,077 0,067 0,050 0,055 0,046 0,020 0,025 0,030
valeur-p 0,1083 0,0898 0,1444 0,2812 0,2310 0,3242 0,6603 0,5929 0,5227
Statut ER
Is 0,028 0,021 0,022 0,096 0,089 0,090 0,172 0,173 0,173
valeur-p 0,5448 0,6405 0,6336 0,0358 0,0546 0,0528 0,0002 0,0002 0,0002
Statut PR
Is -0,023 -0,031 -0,029 0,033 0,025 0,026 0,119 0,121 0,121
valeur-p 0,6081 0,5027 0,5287 0,4704 0,5963 0,5755 0,0096 0,0084 0,0087
Statut HER2
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Is 0,176 0,168 0,165 0,086 0,080 0,076 0,031 0,032 0,034
valeur-p <0,0001 0,0002 0,0003 0,0623 0,0848 0,0990 0,4989 0,4915 0,4695

RCB1 : récepteurs cannabinoides 1; RCB2 : récepteurs cannabinoides 2; n= nombre; rs : Corrélation de Spearman ; * Ajusté pour I'age au diagnostic, le statut ménopausique, déja fumé, consommation dalcool,
historique personnel de cancer du sein et la présence de traitement de chimiothérapie antérieur; § Modéle partiellement ajusté, avec en plus ajustement pour l'indice de masse corporelle; En gras : les corrélations
statistiquement significatives
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3.3 Résultats — objectif 3

Les résultats de notre 3¢ objectif sont présentés dans l'article scientifique inséré dans le chapitre 4.
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Chapitre 4 < Article >

L’article présenté dans ce chapitre sera soumis a la revue « Journal of Personalized Medicine — Special

Issue Personalized Approaches for the Prevention and Treatment of Breast Cancer » en juin 2021.

4.1 Titre et réesumé en francais

Titre. Association entre I'expression tumorale des RCB1 et RCB2 avec les facteurs pronostiques et a

la survie des patientes atteintes d’'un cancer du sein.

Introduction. Les RCB1 et RCB2 pourraient étre une cible thérapeutique potentielle pour le traitement
du cancer du sein. L'objectif est de mesurer I'expression des RCB dans les tumeurs mammaires et

leur association avec les facteurs pronostiques et la survie au cancer du sein.

Méthodes. Le niveau d’expression des RCB a été évalué par immunohistochimie dans une cohorte
de 522 patientes atteintes d’'un cancer du sein invasif entre 2010 et 2012 au Centre des maladies du
sein de Québec a I'hopital Saint-Sacrement a Québec, au Canada. Des corrélations partielles de

Spearman et des modéles de régression multivariés de Cox ont été utilisés.

Résultats. L'expression du RCB1 était positivement corrélée a I'envahissement ganglionnaire
(rs=0,110; p=0,0155) et au statut HER?2 (rs=0,168; p=0,0002). L'expression nucléaire du RCB2 était
positivement corrélée aux récepteurs de 'cestrogene (rs=0,173; p=0,0002) et des récepteurs a la
progestérone (rs=0,121; p=0,0084) et négativement corrélée au grade tumoral (rs=-0,171; p=0,0002).
Une expression cytoplasmique élevée du RCB2 était associée a 13% de plus de récidives
locorégionales et distantes (HR=1,13 [0,97-1,33]), mais cette association n’était pas statistiquement

significative.

Conclusion. Bien que les événements survenus au cours du suivi puissent avoir limité la détection

d’associations significatives, davantage d’exploration est nécessaire pour approfondir le sujet.
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4.2 Title and authors

Title. Association of breast tumour expression of CBR1 and CBR2 with prognostic factors and survival

in breast cancer patients

Authors. Morin-Buote Jessica 123, Ennour-Idrissi Kaoutar 1234, Poirier Eric 26, Julie Lemieux 267,

Furrer Daniela 2, Burguin Anna 235, Durocher Francine 235, Diorio Caroling!.2:3.6

1 Department of Social and Preventive Medicine, Faculty of Medicine, Laval University, Quebec, QC,

Canada
2 CHU de Québec-Université Laval Research Center, Quebec, QC, Canada
3 CHU de Québec-Université Laval Cancer Research Center, Quebec, QC, Canada

4 Department of Molecular Biology, Medical Chemistry and Pathology, Cancer Research Center, Laval

University, Quebec, Qc, Canada

5 Department of Surgery, Faculty of Medicine, Laval University, Quebec, QC, Canada

6 Centre des maladies du sein, Cancer Research Center, Laval Univer-sity, Quebec, QC, Canada
7 Department of Medicine, Faculty of Medicine, Laval University, Quebec, QC, Canada

8 Department of Molecular Medicine, Faculty of Medicine, Université Laval, Quebec, QC, Canada

Corresponding author: Caroline Diorio, Axe Oncologie, Centre de recherche du CHU de Québec-
Université Laval, 1050 chemin Sainte-Foy, Quebec city, QC G1S 4L8, Canada; email:
caroline.diorio@crchudequebec.ulaval.ca; Tel 1 418-682-7511 #84726.

4.3 Abstract and keywords

Introduction. Cannabinoid receptors (CBR) are potential therapeutic targets for breast cancer.
However, the role of CBR in breast cancer survival remains poorly understood.
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Methods. Data from a prospective cohort of 522 women diagnosed with invasive breast cancer
between 2010 and 2012 were analysed. Clinical and pathological features were retrieved from
electronic medical records for all women. CBR expression was measured by immunohistochemistry.
Adjusted partial Spearman correlations and multivariate Cox models were used to estimate

associations with breast cancer prognostic factors and survival respectively.

Results. The median follow-up was 92.0 months (range 7.0-114.0). CBR expression was
heterogenous in tumours. Cytoplasmic expression of CBR1 was positively correlated with lymph node
invasion (rs=0.110; p=0.0155) and positive status of the human epidermal growth factor receptor 2
(rs=0.168; p=0.0002) while nuclear CBR2 was negatively correlated with grade (rs=-0.171; p=0.0002)
and positively correlated with estrogen receptor and progesterone receptor positive status (rs=0.173;
p=0.0002 and rs=0.121; p=0.0084 respectively). High cytoplasmic expression of CBR2 was associated
with 13% higher locoregional and distant recurrences (HR=1.13 [0.97-1.33]), though this association

did not reach statistical significance.

Conclusion. Although the few events occurring during the follow-up may have limited the detection of
significant associations, these results indicate that CBR expression in breast cancer deserves further

investigation.

Keywords. Breast cancer, cohort study, cannabinoid receptor, immunohistochemistry, survival,

prognostic factors

4.4 Introduction

Cannabinoids receptors (CBR) have been suggested as potential therapeutic targets for breast cancer
(1-6). These receptors are part of the family of membrane receptor G protein-coupled receptor and
have been shown to be involved in signaling pathways regulating proliferation, cancer cell survival,
angiogenesis as well as tumour invasion (7, 8). So far, two subtypes of CBR have been identified:
CBR1, which is found in the brain and in certain nerve endings but also in reproductive organs, vascular
endothelium, and eyes (9) and CBR2, which is expressed mainly in the immune system, membranes

of immune and tumour cells, spleen, bones, tonsils, and thyroid gland (4, 10, 11).
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Previous studies have shown that CBR1 and CBR2 are involved in reducing the progression of tumours
in animal models, and have antitumoral action in vivo (12-15) mainly by inducing apoptosis and cell
cycle arrest (2). Indeed, high CBR1 and/or CBR2 expression has been shown to be associated with
survival in prostate cancer (16-18) and colorectal cancer (19, 20). However, divergent results regarding
the direction of these associations were reported (21, 22). These differences might be explained by
methodological biases (selection bias, lack of clinical and pathological information, small sample size).
Regarding breast cancer, evidence suggests that CBR alter the migration and invasion of the estrogen
receptor (ER) and progesterone receptor (PR) - positive breast cancer cells in culture (23). Likewise,
inhibition of cell proliferation has been observed in other breast cancer cell lines (4, 24-26). Thus far, a
single epidemiological study has evaluated the relationship between CBR2 expression and breast
cancer survival and reported that high CBR2 expression was associated with decreased overall
survival, increased local recurrence and development of distant metastases (27). However, possible
confounding factors were not considered in the study which could have led to biased results and CBR1

has not been investigated.

Therefore, in the present study we aim to evaluate CBR1 and CBR2 expression in breast tumours and

their association with breast cancer prognostic factors and survival.

4.5 Materials and Methods

4.5.1 Study design and population

A longitudinal study was carried out at the Centre des maladies du sein (CMS) of Quebec City, Canada,
a reference center for breast diseases. Women diagnosed with invasive breast cancers were recruited
prospectively between December 1st, 2010, and April 30th, 2012. Detailed information on recruitment
has been described elsewhere (28). Women were included if they 1) had a mastectomy or a segmental
mastectomy 2) agreed to donate tissue specimens to the biobank of the CMS; 3) had their clinical
follow-up at the CMS. Follow-up data were collected until December 2020. The end date of the study
period was defined as the date of last contact (the last CMS appointment, last phone communication
documented, or last clinical reports). The present study was approved by research ethics of the CHU
de Québec—Laval University Research Center (DR-002-938) and all patients gave their written

consent.
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4 5.2 Data collection

All patient characteristics were collected at diagnosis and included age at diagnosis (years), parity (yes
vs. no), first-degree family history of breast cancer (yes vs. no), personal history of breast cancer (yes
vs. no), smoking status (former or current smokers vs. never smoked), alcohol consumption (yes vs.
no), menopausal status (premenopausal vs. postmenopausal), and body mass index (BMI, kg/m2,
calculated from self-reported weight and height). All clinical and pathological characteristics were
collected by trained nurses from electronic patient records (EPR) and included : tumour size (mm),
lymph node involvement (number), grade (1 vs. 2 vs. 3), stage (I vs. Il vs. lll vs. IV), ER/PR receptor
status (negative vs. positive), human epidermal growth factor receptor 2 (HER2) status (negative vs.
positive), surgery (mastectomy vs. partial mastectomy), endocrine therapy (yes vs. no), chemotherapy
(yes vs. no), radiotherapy (yes vs. no), and follow-up events (occurring at least 1 year after diagnosis)
- locoregional recurrence (yes vs. no), distant recurrence (yes vs. no) , second invasive cancer (yes
vs. no), or death (yes or no). Locoregional and distant recurrence was defined as a recurrence symptom
confirmed by clinical examination, a positive cytology or biopsy or a positive medical imaging result
(29).

4.5.3 Assessment of CBR expression

All mastectomy specimens were collected during surgery, fixed with 10% buffered formalin within 30
minutes, then embedded in paraffin and cut into 4 um tissue sections stained with hematoxylin and
eosin (H&E). Invasive breast cancers were confirmed by histological examination by senior
pathologists and recorded in pathology reports. For each woman, a representative tumour block was
selected by a pathologist blinded to clinical data. Subsequently, four cores (0.6 mm in diameter each)
of tumour tissue were extracted from formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) tissue blocks and used
to build a tissue micro array (TMA). The reliability of using TMAs in histological analysis has already

been demonstrated in breast cancer (30).

CBR1 and CBR2 expression were evaluated by immunohistochemistry (IHC). Deparaffinization and
rehydration were respectively performed in toluene and ethanol baths according to standard protocols.
Tris-EGTA buffer (pH9) was used for antigen retrieval (30 min, 95.6 °C). Endogenous peroxidase and
non-specific antibody binding were blocked respectively by 0.3% hydrogen peroxide (H202) (diluted in
methanol) and Super Block (IDetect). Tissues were then incubated with the primary antibody for
CBR1 (CB1-Rb-Af380 [RRID: AB_2571591] from Frontier Institute) or CBR2 (CB2 receptor polyclonal
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antibody [101550] from Cayman Chemical) overnight at 4° C in a wet chamber, and then with the
secondary antibody (Advance HRP Link, Dako) during 30 min. Tissues were treated with 3, 3'-
diaminobenzidine and counterstained with Mayer's hematoxylin. Breast cancer cell lines were present
on our cohort blocks (MCF-7, SK-BR3, MDA-MB-175 and MDA-MB-231), and control blocks known to
express positive and negative control tissues and cell lines for CBR1 and CBR2 were also used before
proceeding the IHC. Stained slides were scanned with the NanoZoomer 2.0-HT scanner (Hamamatsu,
Bridgewater, NJ, USA).

Samples were interpreted if the number of tumour cells was greater than 20 cancer cells on each core.
Staining was scored semi-quantitatively according to intensity and proportion. Staining intensity was
visually evaluated and scored either 0 (absent), 1 (weak staining), 2 (moderate staining) or 3 (strong
staining). Proportion of stained cells were scored 0 (<1%), 1 (1-24%), 2 (25-50%), 3 (51-75%), 4
(>75%) (31). A composite score (CS) was calculated by multiplying the intensity and percentage scores
for each core. For each patient, the mean CS was generated from 1 to 4 cores judged interpretable.
The CS was then dichotomized into low and high expression, using the median as the cut-off (32, 33).
Immunostaining assessment was performed twice by two independent readers for 10% randomly
selected patients, and substantial agreements were observed (kappas =0.72, 0.80 and 0.72 for CBR1,
CBR2 nuclear and CBR2 cytoplasmic respectively). Figures1 and 2 show representative

immunostaining of tumour cores.

5.4.4 Survival outcome

Overall survival (OS) was defined as the time between breast cancer diagnosis and death from any
cause. Recurrence-free survival (RFS) was defined as the time between breast cancer diagnosis and
first ipsilateral locoregional recurrence, or first distant recurrence whichever occurred first. Event-free
survival (EFS) was defined as the time between breast cancer diagnosis to first ipsilateral locoregional
recurrence, or first distant recurrence, or contralateral invasive breast cancer, or the development of

any second invasive cancer, or death from any cause, whichever occurred first.

4.5.5 Statistical analyses

Means with standard deviations and medians are reported for continuous data. Categorical variables
are reported as frequencies and percentages. CBR expression was treated as a continuous variable
for all analyses. Adjustment variables were selected a priori based on literature review. The decision
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to include or not each factor as an adjustment variable for a specific analysis was based on the

disjunctive causes criterion (34).

Correlations between breast cancer prognostic factors and CBR expression were estimated using
Spearman rank-based correlations adjusted for age at diagnosis (years), menopausal status
(premenopausal vs. postmenopausal), smoking status (former or current smokers vs. never smoked),
alcohol consumption (yes vs. no), personal history of breast cancer (yes vs. no), and chemotherapy

prior to surgery (yes vs. no). Further adjustment for BMI (kg/m2) was considered in a sensitivity analysis.

Univariate and multivariate Cox proportional-hazard models were used to estimate hazard ratios (HRs)
and 95% confidence intervals (Cls) for OS, RFS, and EFS. Participants who did not experience any
event and were alive at the date of last contact were censored at time of last contact. The proportional
hazards assumption was assessed for each covariate with Schoenfeld residual plots. Interaction terms
with time were added for variables that did not meet this hypothesis. Partially adjusted models included
age at diagnosis (years), menopausal status (premenopausal vs. postmenopausal), first degree family
history of breast cancer (yes vs. no), smoking status (former or current smokers vs. never smoked),
alcohol consumption (yes vs. no), personal history of breast cancer (yes vs. no), chemotherapy prior
to surgery (yes vs. no) and endocrine therapy prior to surgery (yes vs. no). Fully adjusted models were
further adjusted for years from diagnosis (years), trastuzumab treatment (yes vs. no), endocrine
therapy (yes vs. no), radiotherapy (yes vs. no), and type of surgery (mastectomy vs. partial
mastectomy). All models were further adjusted for prognostic factors - tumour size (mm), lymph node
involvement (number), grade (1 vs. 2 vs. 3), stage (I vs. Il vs. lll vs. V), ER/PR receptor status (negative
vs. positive), and HER2 status (negative vs. positive) - in sensitivity analyses. These factors are

potentially intermediate factors between CBR expression and survival.

All statistical tests were two-sided with significance p-value of 5%. Analyses were conducted using
SAS 9.4 software (SAS Institute Inc.).

4.6. Results

4.6.1. Study population

Of the 522 women meeting the inclusion criteria, 489 (93.7%) and 475 (91.0%) had interpretable CBR1
and CBR2 samples respectively. The median time between diagnosis and surgery was 42 days and

62



the median follow-up time was 92.0 months (mean 84.7+20.7, range 7.0-114.0). The median age at
diagnosis was 61.0 years (mean 61.2+12.6 years, range 24.0-92.0). Most patients were
postmenopausal and about half of them had a family history of breast cancer. Most of them had an
invasive ductal carcinoma stage | or . During the follow-up period, 74 (14.2%) women developed a
recurrence and 86 (16.5%) deaths occurred. Characteristics of the study population are described in
Table 1.

CBR1 immunoreactivity was observed in the cytoplasm and was heterogeneous within and between
evaluated tumours. High expression of CBR1 was observed in 254 (51.9%) patients. Women with high
CBR1 tumour expressions were slightly more likely to have positive lymph nodes, stage Il and IV
disease, HER?2 positive status, and to have received adjuvant chemotherapy, hormone therapy and

trastuzumab therapy (Table 1).

CBR2 immunoreactivity was observed in the cytoplasm and in the nucleus and was heterogeneous
within and between evaluated tumours. High CBR2 expression in the cytoplasm was observed in 264
(55.6%) patients. These patients were slightly more likely to have positive lymph nodes, stage IV
disease, positive HER2 status and to have received adjuvant chemotherapy and trastuzumab therapy
(Table 1). High CBR2 expression in the nucleus was observed in 269 (56.6%) patients. These patients
were less likely to have grade 3 tumours, negative ER status and more likely to have received adjuvant

hormone therapy (Table 1).

4.6.2 CBR expression and breast cancer prognostic factors

CBR1 expression was positively correlated with positive lymph nodes (rs=0.107, p=0.0194) and HER2
positive status (rs=0.165, p=0.0003). No correlation was observed between CBR1 and histological type,

tumour size, grade, disease stage, and ER/PR status.

No correlation was observed between CBR2 cytoplasmic expression and histological type, tumour size,

positive lymph nodes, grade, disease stage, ER/PR status and HER2 status.

CBR2 nuclear expression was positively correlated with histological type (rs=0.147, p=0.0014) and
ER/PR status (rs=0.173, p=0.0002, rs=0.121, p=0.0087) and negatively correlated with tumour grade
(rs=-0.170, p=0.0002). No correlation was observed between CBR2 nuclear expression and tumour
size, positive lymph nodes, disease stage and HER2 status (Table 2).
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4.6.3 CBR expression and breast cancer survival

Associations of CBR expression and survival are shown in Table 3.

Patients with high CBR1 expression had a median overall survival of 93.0 months (mean 86.3+19.6,

range 11.0-114.0). No association was observed between CBR1 expression and survival in our cohort.

Patients with high CBR2 cytoplasmic expression had a median overall survival of 92.0 months (mean
84.4+21.2, range 7.0-114.0). Each one unit increase of cytoplasmic expression of CBR2 was
associated with 13 % higher locoregional and distant recurrences, though this association did not reach
statistical significance (HR=1.13 [0.97-1.33]).

Patients with high CBR2 nuclear expression had a median overall survival of 92.0 months (mean
84.7£20.9, range 7.0-114.0). No association was observed between nuclear expression of CBR2 and

survival outcomes.

Subsequent sensitivity analyses with adjustment for prognostic factors yielded similar results

(supplementary Table S1).

4.7 Discussion

In the present study, we aimed to evaluate CBR1 and CBR2 expression in breast tumours and its
association with breast cancer prognostic factors and survival. CBR1 and CBR2 expression in breast
tumours were detectable by IHC. CBR1 had a cytoplasmic expression whereas CBR2 had both a
cytoplasmic and nuclear expression. While CBR1 expression was positively correlated with lymph node
metastases and HER2 status, nuclear CBR2 expression was positively correlated with histologic type,
ER/PR positive status and negatively correlated with tumour grade. Although not statistically significant,

cytoplasmic CBR2 expression was associated with higher locoregional and distant recurrences.

Our results indicate that CBR1 and CBR2 may have different involvement in breast cancer progression.
In fact, CBR1 expression was correlated with poor prognostic markers while nuclear expression of
CBR2 was correlated with good prognostic markers. In addition, the cellular compartment harbouring
CBR expression may have a different functional significance, as we observed that nuclear expression
of CBR2 had an opposite direction of association with prognosis than cytoplasmic expression of CBR2.
In comparison, other studies observed in prostate cancer that CBR1 expression was positively
correlated with the epidermal growth factor receptor (EGFR) (rs = 0.316, p <0.001) (18). Other
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similarities have been observed where CBR1 expression was positively correlated with Gleason score
(rs = 0.21, p <0.001), tumour stage (rs = 0.11, p <0.05), percentage of the specimen that contains
tumours (rs = 0.17, p = 0.01) and EGFR (rs = 0.18, p = 0.01) (16). Thus, making CBR1 an indicator of
poor prognosis. While no previous study has examined the expression of CBR1 in breast cancer, the
single previous study that evaluated CBR2 expression in breast cancer reported that high CBR2
expression in HER2 positive tumours was associated with poor prognosis (27). However, in this study,
only staining intensity was recorded (proportion of positive cells was not considered) and no distinction
between nuclear or cytoplasmic expression was reported. Furthermore, the results from this study
might have suffered from confounding biases (no adjustment for any confounders) and selection biases
(analyses restricted to HER2 positive breast cancers). In fact, they reported that the expression pattern
of CBR2 varies by breast cancer subtypes and that the majority of positive tumours are HER2 positive.
This indicates that CBR2 might be linked to HER2 receptor expression. Nevertheless, our observation
of higher recurrences in tumours with high cytoplasmic expression of CBR2 is consistent with their

results.

Our study has several strengths. Our large sample size obtained from consecutive inclusion of eligible
patients is representative of breast cancer patients, as reflected by the distribution of patients
characteristics, which reduced the risk of selection bias. Of note, our study population includes all
subtypes of breast cancer, in the same proportion as in the target population of breast cancer patients.
Furthermore, we used prospectively collected data from a reliable clinical database, such as more than
90% of our eligible population was included in the analyses, also preventing from selection bias due to
missing values. We used data collected from medical records by trained nurses and measures of CBR
expression evaluated twice by two independent readers blinded to patients characteristics and
outcomes, thus preventing from the risk of information bias. Finally, we used a robust method for
selecting and adjusting for potential confounders to minimize confounding bias while preventing from
collider bias and adjustment for potential intermediate factors. All of which ensure the internal validity

of our analyses.

The main limitation to our study was the few events that occurred during the follow-up, despite the large
sample size and the long follow-up period. Indeed, the proportion of patients with locoregional
recurrence, distant recurrence and death may have limited our statistical power to detect genuine
associations. We did not adjust for key variables such as economic status and cannabis consumption
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as these variables were not collected and thus were not available in our database. In fact, economic
status has been identified as a predictor of survival in breast cancer patients (35-37) and has been
shown to be associated with cannabis consumption (38, 39). However, regular cannabis consumption
rates in Canada are very low (40) and the link between cannabis consumption and CBR expression is
yet to be established. Although these limitations should be addressed in future studies, our findings
make an important contribution to the emerging body of knowledge on the role of CBR in breast cancer

survival.

4.8 Conclusions

This is the first study to evaluate both CBR1 and CBR2 expression in association with breast cancer
prognostic factors and survival. We evaluated CBR expression in breast cancer tissue. CBR1
cytoplasmic expression seemed to be associated with poor prognostic factors while CBR2 nuclear
expression seemed to be associated with better prognostic factors. The cytoplasmic expression of
CBR2 may be involved in the occurrence of locoregional and distant recurrences. Although the few
events occurring during the follow-up may have limited the detection of significant associations, these

results indicate that CBR expression in breast cancer needs further investigation.
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(@) (b) (c) (d)
Figure 1: Representative immunostaining of tumour cores for CBR1

Cannabinoid receptor 1 expression intensity scores; (a) 0 (none); (b) 1 (weak); (c) 2 (moderate); (d) 3
(strong). Scale: 10X

(@) (b) (c)
Figure 2: Representative immunostaining of tumour cores for CBR2

Cannabinoid receptor 2 expression intensity scores; (a) 0 (none); (b) 1 (weak); (c) 2 (moderate). Scale:
10X
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Table 1: Patients characteristics

CBR1 (n=489)

CBR2 in cytoplasm (n=475)

CBR2 in nuclear (n=475)

Characteristics’ All (n=522) Low" High' Low" High* Low" High
(n= 235) (n=254) (n=211) (n=264) (n=206) (n=269)
Age (years)
Mean + SD 612+ 126 623+126 604 +1299 62,9+ 126 60.0 +12.8 619+ 133 60.8 +12.3
Median [range] 610[24.0-920]  630[320-91.0] 61.0[24.0-920]  64.0[24.0-91.0] 61.0 [25.0-92.0] 63.0[24.0-910]  61.0[25.0-92.0]
Postmenopausal 399 (76.4%) 186 (79.2%) 189 (74.4%) 168 (79.6%) 194 (73.5%) 165 (75.2%) 207 (77.0%)
Fam"'i;:'f;?g::)b’e”t 245 (46.9%) 110 (46.8%) 123 (48.4%) 97 (45.9%) 125 (47.4%) 96 (46.6%) 126 (46.8%)
Ever smokers 254 (48.7%) 119 (50.6%) 118 (46.5%) 112(53.1%) 120 (45.5%) 95 (46.1%) 137 (50.9%)
Alcohol consumption (yes) 337 (64.6%) 147 (62.6%) 168 (66.1%) 128(60.7%) 179 (67.8%) 131(636%) 176 (65.4%)
Body mass index (kg/m?)
Mean + SD 26352 258452 26.6+53 264 £5.0 26455 26352 262453
Median [range] 055(152-459]  246[163441] 256[152-459]  250[17.7-441] 255 [15.2-45] 256[163-446] 253 [15.2-45.9]
Pers°“:;:(':se‘r°(3’e‘;; breast 63 (12.1%) 25 (10.6%) 32 (12.6%) 26 (12.3%) 29 (11.0%) 23 (11.2%) 32 (11.9%)
Histologic type
Ductal, invasive 451 (86.4%) 204 (86.8%) 220 (86.6%) 180 (85.3%) 235 (89.0%) 189 (91.8%) 226 (84.0%)
T (R 56 (10.7%) 27 (11.5%) 24 (9.5%) 24 (11.4%) 23 (8.7%) 12 (5.8%) 35 (13.0%)
Mixed ductal and lobular, invasive 15 (2.9%) 4 (1.7%) 10 (3.9%) 7(3.3%) 6 (2.3%) 5 (2.4%) 8 (3.0%)
Tumour grade
1 86 (16.5%) 39 (16.6%) 38 (15.0%) 30 (14.2%) 42 (18.9%) 23 (11.2%) 49 (18.2%)
2 258 (49.4%) 112 (47.7%) 130 (51.2%) 119(56.4%) 116 (43.9%) 90 (43.7%) 145 (53.9%)
3 178 (34.1%) 84 (35.7%) 86 (33.9%) 62 (29.4%) 106 (40.2%) 93 (45.2%) 75 (27.9%)
Tumour size
<2 om 293 (56.1%) 130 (55.3%) 140 (55.1%) 114 (54.0%) 148 (56.1%) 110 (534%) 152 (56.5%)
>2 and <5 cm 209 (40.0%) 101 (43.0%) 99 (39.0%) 89 (42.2%) 106 (40.2%) 93 (45.2%) 102 (37.9%)
>5 ¢m 20 (3.8%) 4 (1.7%) 15 (5.9%) 8 (3.8%) 10 (3.8%) 3 (1.5%) 15 (5.6%)
Positive lymph nodes
0 312 (59.8%) 153 (65.1%) 137 (53.9%) 135(64.0%) 146 (55.3%) 125(60.7%) 156 (58.0%)
13 146 (28.0%) 60 (25.5%) 78 (30.7%) 55 (26.1%) 80 (30.3%) 59 (28.6%) 76 (28.3%)
49 42 (8.0%) 17.(7.2%) 22 (8.7%) 14 (6.6%) 26 (9.8%) 18 (8.7%) 22 (8.2%)
>10 22 (4.2%) 5 (2.1%) 17 (6.7%) 7 (3.3%) 12 (4.6%) 4 (1.9%) 15 (5.6%)
Disease stage
| 203 (38.9%) 96 (40.9%) 91 (35.8%) 84 (39.8%) 97 (36.7%) 76 (36.9%) 105 (39.0%)
I 241 (46.2%) 110 (46.8%) 119 (46.9%) 101(47.9%) 122 (46.2%) 104 (50.5%) 119 (44.2%)
I 71 (13.6%) 28 (11.9%) 38 (18.0%) 25 (11.9%) 39 (14.8%) 24 (11.7%) 40 (14.9%)
v 7 (1.3%) 1(0.4%) 6 (2.4%) 1(0.5%) 6 (2.3%) 2(1.0%) 5 (1.9%)
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ER status

Negative 64 (12.3%) 29 (12.3%) 30 (11.8%) 35 (16.6%) 25 (9.5%) 37 (18.0%) 23 (8.6%)
Positive 458 (87.7%) 206 (87.7%) 224 (88.2%) 176 (83.4%) 239 (90.5%) 169 (82.0%) 246 (91.5%)
PR status
Negative 108 (20.7%) 46 (19.6%) 52 (20.5%) 51 (24.1%) 47 (17.8%) 53 (25.7%) 45 (16.7%)
Positive 414 (79.3%) 189 (80.4%) 202 (79.5%) 160 (75.8%) 217 (82.2%) 153 (74.3%) 224 (83.3%)
HER2 status
Negative 455 (87.2%) 215 (91.5%) 210 (82.7%) 191 (90.5%) 222 (84.1%) 180 (87.4%) 233 (86.6%)
SPositive 67 (12.8%) 20 (8.5%) 44 (17.3%) 20 (9.5%) 42 (15.9%) 26 (12.6%) 36 (13.4%)
urge
Pa?tiarly 384 (73.6%) 173 (73.6%) 187 (73.6%) 156 (73.9%) 195 (73.9%) 154 (74.8%) 197 (73.2%)
Total 138 (26.4%) 62 (26.4%) 67 (26.4%) 55 (26.1%) 69 (26.1%) 52 (25.2%) 72 (26.8%)
Chemotherapy prior to surgery 6 (1.2%) 1(0.4%) 2 (0.8%) 1(0.5%) 2(0.8%) 1(0.5%) 2(0.7%)
(ves)
Hormone therapy prior to
6 (1.2%) 3 (1.3%) 3 (1.2%) 4(1.9%) 2 (0.8%) 1(0.5%) 5 (1.9%)
surgery (yes)
Chem“he’a(%s"‘)ﬂe' SUrgery 263 (50.4%) 108 (46.0%) 138 (54.3%) 94 (44.6%) 146 (55.3%) 106 (51.5%) 134 (49.8%)
Radi““‘*”&:‘;er surgery 414 (79.3%) 184 (78.3%) 204 (80.3%) 164 (77.7%) 212 (80.3%) 163 (79.1%) 213 (79.2%)
Hormone therapy after surgery 55 g3 5o 189 (80.4% 217 (85.4% 164 (77.7% 229 (86.7% 157 (76.2% 236 (87.7%
(ves)
L NEITEL St G E ] 59 (11.3%) 20 (8.4%) 36 (14.2%) 15 (7.1%) 39 (14.8%) 23 (11.2%) 31 (11.5%)
Foll (ye?) hs)
ollow-up (months
Mean + SD 84.7 £ 207 83.0 217 863 19.6 84.6 £ 208 84.4 +212 84712212 84.7 £ 20.9
Median [range] 920[7.0-1140]  91.0[7.0-1120] 930[110-114]  93.0[7.0-1120] 92.0[7.0-114.0] v Eg].o- 92.0 [7.0-114.0]
Survival outcomes
Deaths 86 (16.5%) 41 (17.5%) 40 (15.8%) 39 (18.5%) 43 (16.3%) 42 (20.4%) 40 (14.9%)
Recurrencess 74 (14.2%) 31 (13.2%) 36 (14.2%) 24 (11.4%) 44 (16.7%) 31 (15.1%) 37 (13.8%)
Eventst 143 (27.4%) 65 (27.7%) 69 (27.2%) 60 (28.4%) 74 (28.0%) 65 (31.6%) 69 (25.7%)

CBR1: cannabinoid receptor 1; CBR2: cannabinoid receptor 2; n= number; mean + standard deviation; SD: standard deviation; ER: estrogen receptor; PR: progesterone receptor; HER2: human epidermal

growth factor receptor 2; ‘Dichotomized at the median; $Locoregional and distant recurrences; fdeaths, recurrences, any second cancer
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Table 2: Correlations between CBR1 and CBR2 expression and breast cancer prognostic factors

CBR1 (n=489) CBR2 in cytoplasm (n=475) CBR2 in nuclear (n=475)
Unadjusted  Adjusted”  Fully adjustedS Unadjusted  Adjusted”  Fully adjusteds$ Unadjusted  Adjusted”  Fully adjustedS
Histologic type
Is -0.009 0.004 0.006 -0.022 -0.004 -0.002 0.144 0.148 0.147
p-value 0.8451 0.9316 0.9045 0.6399 0.9301 0.9602 0.0016 0.0013 0.0014
Tumour size
Is 0.017 0.025 0.011 0.030 0.046 0.032 0.013 0.023 0.030
p-value 0.7148 0.5795 0.8074 0.5158 0.3207 0.4843 0.7721 0.6163 0.5163
Positive lymph nodes
Is 0.116 0.110 0.107 0.072 0.063 0.060 0.060 0.063 0.064
p-value 0.0103 0.0155 0.0194 0.1180 0.1767 0.1978 0.2158 0.1770 0.1676
Tumour grade
Is 0.003 -0.006 -0.014 0.052 0.043 0.036 -0.170 -0.171 -0.170
p-value 0.9451 0.9008 0.7632 0.2572 0.3577 0.4420 0.0002 0.0002 0.0002
Disease stage
Is 0.073 0.077 0.067 0.050 0.055 0.046 0.020 0.025 0.030
p-value 0.1083 0.0898 0.1444 0.2812 0.2310 0.3242 0.6603 0.5929 0.5227
ER status
rs 0.028 0.021 0.022 0.096 0.089 0.090 0.172 0.173 0.173
p-value 0.5448 0.6405 0.6336 0.0358 0.0546 0.0528 0.0002 0.0002 0.0002
PR status
Is -0.023 -0.031 -0.029 0.033 0.025 0.026 0.119 0.121 0.121
p-value 0.6081 0.5027 0.5287 0.4704 0.5963 0.5755 0.0096 0.0084 0.0087
HER2 status
Is 0.176 0.168 0.165 0.086 0.080 0.076 0.031 0.032 0.034
p-value <.0001 0.0002 0.0003 0.0623 0.0848 0.0990 0.4989 0.4915 0.4695

CBR1: cannabinoid receptor 1; CBR2: cannabinoid receptor 2; ER: estrogen receptor; PR: progesterone receptor; HER2: human epidermal growth factor receptor 2; n= number; rs: Spearman correlation coefficient; * Adjusted for age
ate diagnosis, menopausal status, smoking status, alcohol consumption, personal history of breast cancer and prior chemotherapy; § Further adjusted for body mass index; In bold: statistically significant correlation.
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Table 3: Hazard ratios for the association between CBR expression and survival in breast cancer patients

Crude Adjusteds$ Fully adjusted?
CBR Events/total
HR (95% ClI) p-value HR (95% Cl) p-value HR (95% Cl) p-value
Overall survival
CBR1 81/489 0.98 [0.88-1.09] 0.70 1.01 [0.90-1.13] 0.86 1.02 [0.91-1.14] 0.74
CBR2 cytoplasmic 82/475 0.95 [0.82-1.09] 0.46 1.03 [0.88-1.20] 0.74 1.02 [0.87-1.19] 0.84
CBR2 nuclear 82/475 0.99 [0.90-1.09] 0.76 1.01 [0.90-1.11] 0.91 1.01 [0.92-1.12] 0.81
Recurrence-free survival
CBR1 67/489 1.04 [0.93-1.17] 0.49 1.02 [0.92-1.14] 0.71 1.04 [0.93-1.18] 0.49
CBR2 cytoplasmic 68/475 0.96 [0.83-1.11] 0.59 1.13 [0.97-1.33] 0.13 1.09 [0.93-1.28] 0.28
CBR2 nuclear 68/475 0.99 [0.90-1.09] 0.77 1.01 [0.90-1.13] 0.86 1.01 [0.90-1.13] 0.86
Event-free survival
CBR1 134/489 1.00 [0.92-1.09] 0.97 1.01 [0.93-1.10] 0.75 1.01 [0.93-1.10] 0.81
CBR2 cytoplasmic 134/475 0.98 [0.87-1.10] 0.71 1.01 [0.90-1.14] 0.81 1.01 [0.90-1.14] 0.82
CBR2 nuclear 134/475 0.98 [0.91-1.06] 0.69 1.00 [1.00-1.00] 0.22 1.00 [1.00-1.00] 0.25

CBR: cannabinoid receptor; CBR1: cannabinoid receptor 1; CBR2: cannabinoid receptor 2; HR: hazard ratio; ClI: confident interval; § Models included age, menopausal status, family history of breast cancer,
smoking status, alcohol consumption, personal history of breast cancer, neoadjuvant chemotherapy, neoadjuvant endocrine therapy; t Models included age, menopausal status, family history of breast cancer,
smoking status, alcohol consumption, personal history of breast cancer, neoadjuvant chemotherapy, neoadjuvant endocrine therapy, year diagnosis, adjuvant chemotherapy, adjuvant radiotherapy, adjuvant
endocrine therapy, anti-HER2 therapy, type of surgery.
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Table S 1: Hazard ratios for the association between CBR and survival with adjustment for prognostic factors

Crude Adjusteds Fully adjusted®
CBR Events/total p-value p-value p-value
HR (95% Cl) HR (95% Cl) HR (95% Cl)
Overall survival
CBR1 81/489 0.98 [0.88-1.09]  0.70 1.00 [0.89-1.12]  1.00 1.01 [0.90-1.12]  0.87
CBR2 cytoplasmic 82/475 0.95 [0.82-1.09] 0.46 1.02 [0.87-1.19]  0.82 1.03 [0.87-1.21]  0.76
CBR2 nuclear 82/475 0.99 [0.90-1.09] 0.76 1.04 [0.94-1.16]  0.44 1.03 [0.93-1.15]  0.54
Recurrence-free survival
CBR1 67/489 1.04 [0.93-1.17] 049 0.95 [0.83-1.08]  0.42 0.98 [0.86-1.12]  0.77
CBR2 cytoplasmic 82/475 0.96 [0.83-1.11]  0.59 1.12 [0.95-1.33]  0.19 1.16 [0.96-1.39]  0.12
CBR2 nuclear 82/475 0.99 [0.90-1.09] 0.77 1.04 [0.92-1.16]  0.62 1.04 [0.92-1.17]  0.56
Event-free survival
CBR1 134/489 1.00 [0.92-1.09] 0.97 0.97 [0.88-1.06]  0.46 0.97 [0.89-1.06]  0.50
CBR2 cytoplasmic 134/475 0.98 [0.87-1.10]  0.71 1.01 [0.89-1.14]  0.90 0.99 [0.87-1.12]  0.88
CBR2 nuclear 134/475 0.98 [0.91-1.06]  0.69 1.00 [1.00-1.00] 0.44 1.00 [1.00-1.00] 0.24
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CBR: cannabinoid receptor, CBR1: cannabinoid receptor 1; CBR2: cannabinoid receptor 2; HR: hazard ratio; Cl: confident interval; § Model included age, menopausal status, family history of
breast cancer, smoking status, alcohol consumption, personal history of breast cancer, neoadjuvant chemiotherapy, neoadjuvant endocrine therapy, tumour size, stage, tumour grade, lymph
node involvment, ER/PR status, HER2 status; + Model included age, menopausal status, family history of breast cancer, smoking status, alcohol consumption, personal history of breast cancer,

neoadjuvant chemiotherapy, neoadjuvant endocrine therapy, tumour size, stage, tumour grade, lymph node involvment, ER/PR status, HER2 status, year diagnosis, adjuvant radiotherapy,
adjuvant endocrine therapy, anti-HER?2 therapy,type of surgery.
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Chapitre 5 < Discussion >

5.1 Discussion

La revue de la littérature indique une altération du SEC dans les tumeurs selon le type de cancer (47).
Son mécanisme d’action est encore mal compris. L’expression de ces récepteurs a été étudiée dans
plusieurs types de cancer différents, mais I'on retrouve encore trop peu d’information sur le cancer du
sein. A cet égard, notre recherche visait & évaluer pour la premiére fois si I'expression protéique des

RCB1 et RCB2 influengait la gravité et issue de la maladie.

I semble qu'a ce jour il N’y ait pas de portrait spécifique de marquage pour le RCB dans les tissus
tumoraux (34, 50). Comme mentionné, une expression hétérogene a été détectée par IHC dans le
cytoplasme et dans le noyau. Cette observation a été décrite dans certaines études. Notamment, dans
les études sur les cancers épidermoides de la téte et du cou ou une expression dans le cytoplasme et
dans le noyau pour le RCB1 et RCB2 a été observée (34) alors que d’autres auteurs ont observé une
coloration dans la membrane du RCB1 et une prédominance de marquage au niveau du cytoplasme
pour le carcinome épidermoide de la langue (47). En contrepartie dans les études réalisées sur le
cancer colorectal, certaines ont observé une expression nucléaire uniquement pour le RCB2 (31) et
d’autres ont observé une expression dans le cytoplasme et dans le noyau pour le RCB1 seulement,
mais en raison d’'un nombre insuffisant de marquages au niveau du noyau ont décidé de considérer
I'expression cytoplasmique (49). Quoi quiil en soit, les deux récepteurs démontraient des
caractéristiques similaires. Concernant la seule étude épidémiologique sur le cancer du sein, seule
lintensité de la coloration a été évaluée (la proportion de cellules positives n'a pas été prise en compte)
et aucune distinction entre l'expression nucléaire ou cytoplasmique n'a été signalée. Nos observations
semblent révéler de nouvelles informations concernant I'étude de I'expression des RCB dans les
tumeurs mammaires. Nos résultats restent cohérents avec d’'autres études ayant étudié I'expression
des RCB dans d'autres types de cancer ou un marquage cytoplasmique et nucléaire a été observé
pour le RCB2.

Nous avons observé plusieurs corrélations entre les facteurs pronostiques du cancer du sein et

I'expression des RCB. L’expression du RCB1 était positivement corrélée avec I'envahissement
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ganglionnaire et le statut HER2 lors des analyses apres ajustement. RCB1 serait ainsi corrélé a des
facteurs de mauvais pronostic. En comparaison a d’autres études, I'expression du RCB1 était
positivement corrélée avec le récepteur du facteur de croissance épidermique (EGFR) (rs=0,316,
p<0,001) pour le cancer de la prostate (51). Une autre étude a observé des similitudes ou I'expression
du RCB1 était positivement corrélée avec le score de Gleason (rs=0,21, p<0,001), le stade tumoral
(rs=0,11, p<0,05), le pourcentage du spécimen contenant des cellules tumorales (rs=0,17, p=0,01) et
le EGFR (rs=0,18, p=0,01) faisant ainsi du RCB1 un indicateur de mauvais pronostic (29). Pour
I'expression nucléaire du RCB2, une corrélation positive avec le statut ER/PR a été observée avant et
aprés ajustement. Une corrélation inverse a été observée avec le grade histologique. Le grade
histologique refléte la différenciation cellulaire et une expression élevée de RCB2 nucléaire indiquerait
une tumeur de bas grade et serait donc corrélée a un bon pronostic. Ainsi, le RCB1 et le RCB2
pourraient avoir une implication différente dans la progression du cancer du sein. En fait, I'expression
du RCB1 était corrélée a de mauvais marqueurs pronostiques tandis que I'expression nucléaire du
RCB2 était corrélée a de bons marqueurs pronostiques. En outre, le compartiment cellulaire abritant
I'expression des RCB peut avoir une signification fonctionnelle différente, car nous avons observé que
I'expression nucléaire de RCB2 avait une direction opposée d'association avec le pronostic que

I'expression cytoplasmique de RCB2.

Par la suite, nous avons tenté d’évaluer 'association entre I'expression protéique des RCB et la survie.
Bien que non statistiquement significative, I'expression cytoplasmique du RCB2 était associée a la
survenue de récidives locorégionales et a des récidives a distance plus élevée. Par ailleurs, nos
observations de récidives plus élevées dans les tumeurs a forte expression cytoplasmique du RCB2
est cohérente avec les résultats de la seule étude précédente ayant examiné I'expression de RCB2
dans le cancer du sein (43) qui a rapporté une association entre I'expression du RCB2 et |a survie chez
les patientes avec un statut HER2 positif. Dans les études présentées dans la revue de la littérature,
certaines ont rapporté des observations similaires pour le RCB1 dans le carcinome épidermoide de la
téte et du cou et la survie globale (34), pour le carcinome épidermoide de la langue et la survie globale
(47), et dans le cancer colorectal et la survie sans maladie (49). Ces mémes observations étaient
présentes pour le RCB2 dans le cancer rectal et la survie globale et sans maladie (31) et la leucémie
lymphocytaire chronique et la survie globale et la survie sans traitement (50). Bien qu'il soit difficile de

se prononcer puisque plusieurs n'ont pas utilisé des analyses de survie avec ajustement des variables,
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ces observations suggerent que le RCB2 pourrait contribuer a prédire la survie des patientes et
principalement comme marqueur pour la récidive. Durant le processus de différenciation, il semble que
les RCB agissent a différents moments et semblent dépendants du type de cancer (33). Quoi qu'il en
soit, il semble que les cannabinoides soient capables de médier leur effet par plusieurs voies de
signalisation alternatives (10). Il pourrait étre intéressant de vérifier ces autres voies et a différents

niveaux du SEC.

5.2 Forces et limites

Notre étude a plusieurs forces.

Nous avons tenté de réduire au maximum le risque de biais de sélection. Les caractéristiques de notre
population reflétent les caractéristiques de la population cible, soit les patientes atteintes d’'un cancer
du sein au Canada. De plus, la banque de données ne contient aucune valeur manquante en raison
d’une mise a jour continue des valeurs et I'échantillon de patientes constitue une série consécutive.
Méme si lors de la lecture du marquage des récepteurs sur les TMA, certaines carottes n'ont pu étre
évaluées en raison du décollement du tissu ou par I'absence de cellules cancéreuses, pour les deux
récepteurs, le nombre de valeurs manquantes était réduit. Cette perte était aléatoire et représente

moins de 10%, le risque de biais de sélection est donc négligeable.

Les risques de biais d'information ont été pris en considération. Ainsi, la banque de données a été
colligée par deux personnes formées pour réduire des erreurs de saisie de données. Egalement, nous
avons mesuré I'expression des RCB avec la méthode d'lHC, cette méthode est appropriée pour
localiser des protéines dans un tissu donné (64). Le travail des techniciens du laboratoire et le contréle
des instruments utilisés assurent la qualité de I''HC (65). Le marquage des anticorps a été validé dans
notre laboratoire de recherche pour garantir la spécificité. Bien que certains auteurs aient utilisé la RT-
PCR, une méthode basée sur la détection et la quantification de 'TARNm dans un tissu donné (66),
celle-ci ne permet pas de localiser 'expression protéique contrairement a I''HC. Cette méthode est
aussi reconnue pour entrainer plusieurs faux positifs en clinique (66). Puis, dans le but de réduire
encore une fois des biais d'information, I'expression des RCB a été évaluée a deux reprises par deux
lecteurs indépendants et une mesure de reproductibilité a été effectuée.
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Grace a une méthode robuste pour la sélection des variables d’ajustement, nous avons tenté de réduire
au maximum le risque de biais de confusion. En plus des analyses de sensibilité ont été effectuées.
Cependant, nous n'avons pas pu ajuster pour tous les facteurs identifiés comme pertinents par notre
méthode de sélection. Ces variables sont : I'ethnicité, le statut socio-économique, la consommation de
drogue (cannabis), les comorbidités et le traitement de radiothérapie antérieur. Pour ce qui est de
I'ethnicité, comme la population au CMS est une population homogene sur le plan ethnique, aucun
ajustement n’était nécessaire. Le statut socio-économique et la consommation de cannabis sont des
variables trés importantes en regard de notre objectif de recherche. Ces variables n’étaient pas
disponibles et sont difficiles a obtenir dans les banques de données. En effet, le statut économique a
été identifié comme un prédicteur de survie chez les patientes atteintes d'un cancer du sein (67-69) et
il a été démontré qu'il est associé a la consommation de cannabis (70, 71). Cependant, les taux de
consommation réguliére de cannabis au Canada sont trés faibles (72) et le lien entre la consommation
de cannabis et I'expression des RCB reste a établir. Toutefois, nous pensons avoir cerné indirectement
cette variable, de fagon imparfaite évidemment, car celle-ci est parfois associée a la consommation
d’alcool et de tabac, tout comme pour les comorbidités que nous n’avons pas pu obtenir. De plus, nous
n‘avons pas pu obtenir d’information concernant I'exposition a la radiothérapie antérieurement et la
consommation de drogue. Le risque de confusion résiduelle est donc présent, mais n’est pas différent

de celui rencontré dans les études sur la survie du cancer du sein.

Par ailleurs, nous avons fixé a priori la définition de notre issue. Nous avons décidé de ne pas utiliser
la survie spécifique au cancer du sein, car celle-ci peut parfois entrainer des biais d'information. En
effet, @ mesure que I'age des patientes augmente, il y a présence d'un risque important de décés
concurrents et le déces pourrait étre attribuable a d’autres causes. De plus, les causes de décés

peuvent parfois étre difficiles a attribuer au cancer du sein ou a une autre cause (63).

Dans notre étude certaines limites ont été observées. Les TMA ne permettent pas d’évaluer de petites
tumeurs (<1 mm), occasionnent des pertes d’échantillons, peuvent parfois ne pas étre représentatifs
de la tumeur compléte et ne pas refléter les caractéristiques histologiques d’'une analyse effectuée sur
la tumeur compléte (73, 74). Malgré cela, les études antérieures indiquent qu'une erreur

d’échantillonnage est réduite lorsque plusieurs poingons sont réalisés pour chaque tumeur de patiente
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(75) et que I'échantillonnage aléatoire donne tout de méme un résultat acceptable pour les tumeurs
hétérogénes (76, 77).

Le peu d’événements survenus durant le suivi a pu étre une limite importante de I'étude en dépit de la
grande taille échantillon et de la longue période de suivi. En effet, la proportion de patientes ayant
présenté une récidive locorégionale, une récidive a distance et un décés était faible et peut avoir
entrainé une faible puissance pour détecter des associations. Cependant, notre étude se place dans

un contexte exploratoire, et les résultats observés méritent d’étre explorés davantage.
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Conclusion

Dans cette étude exploratoire, nous avons évalué I'expression protéique des RCB1 et RCB2 dans les

tumeurs mammaires et son influence sur la gravité et l'issue de la maladie.

Les RCB ont pu étre détectés dans les tumeurs mammaires. Le RCB1 et le RCB2 nucléaire semblent
étre associés au pronostic du cancer du sein. L’expression cytoplasmique du RCB1 semblait étre
associée aux facteurs de mauvais pronostic (plus d’envahissement ganglionnaire, plus de statut HER2
positif) alors que I'expression nucléaire du RCB2 semblait étre associée aux facteurs de bon pronostic
(grade tumoral plus faible). Dans notre cohorte, un faible nombre d’événements est survenu durant le
suivi ce qui pourrait expliquer que nous n'ayons pas détecté d'associations statistiquement
significatives. Les résultats obtenus indiquent tout de méme que I'expression des RCB dans le cancer
du sein nécessite d'étre exploré davantage. Notamment, la prochaine étape serait de réaliser une
étude de cohorte avec un plus grand nombre de patientes et de s'assurer d’avoir plus d’évenements
pour avoir la puissance suffisante pour détecter des associations. Les prochaines études pourront
prendre en considération plusieurs éléments importants, notamment le processus de sélection des

variables confondantes.
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Annexe A <Stratégie de recherche>

Stratégie de recherche spécifique au cancer

MEDLINE (via PubMed)

"Neoplasms"[Mesh] OR Neoplasm*[TIAB]

"Receptors, Cannabinoid"[Mesh] OR Cannabinoid Receptor*[TIAB]
"Analysis, survival'[Mesh] OR "survival'[Mesh] OR survival*[TIAB]
1 AND 2 AND 3

EMBASE

‘cancer*:ab,ti OR 'carcinoma*:ab,ti OR 'malignant neoplasm*:ab,ti OR 'malignant tumour*:ab,ti OR
'malignant tumour*:ab,ti OR 'cancer'’/exp

'survival*:ab,ti OR 'survival rate*:ab,ti OR 'survival time*:ab,ti OR 'mortality*::ab,ti OR 'mortality
risk*:ab,ti OR 'survival analysis*:ab,ti OR 'survival*/exp

‘cannabinoid receptor*:ab,ti OR 'cannabinoid receptor*'/exp

1 AND 2 AND 3

Stratégie de recherche spécifique au cancer du sein

MEDLINE (via PubMed)

"Breast Neoplasms"[Mesh] OR Breast Neoplasm*[TIAB] OR Breast Cancer[TIAB] OR Breast
Tumor*[TIAB]

"Receptors, Cannabinoid"[Mesh] OR Cannabinoid Receptor*[TIAB]

"Analysis, survival'[Mesh] OR "survival'[Mesh] OR survival*[TIAB]

1 AND 2 AND 3

EMBASE
'breast cancer*'/exp OR 'breast neoplasm*:ti,ab OR 'breast cancer*:ti,ab OR 'breast tumour*ti,ab
'survival*:ab,ti OR 'survival rate*:ab,ti OR 'survival time*:ab,ti OR 'mortality*:ab,ti OR 'mortality
risk*™:ab,ti OR 'survival analysis*:ab,ti OR 'survival*/exp
‘cannabinoid receptor*:ab,ti OR 'cannabinoid receptor*'/exp

1 AND2AND 3
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Annexe B <Modele statistique de cox>

Survie globale

1. Construction du modele de base de Cox
Les variables d’ajustements ont été déterminées a priori.
2. \Vérification des hypothéses
2.1 Indépendances des observations
Les données sont indépendantes par devis.
2.2 Hypothése de proportionnalité
Nous avons choisi d'utiliser les résidus de Schoenfeld standardisés pour tester I'hypothése de
proportionnalité. Comme cette méthode peut parfois étre subjective, c’est pourquoi nous avons
eu recours au processus du score standardisé pour valider 'hypothése.
2.3 Forme fonctionnelle des variables continues
La forme fonctionnelle des variables continues (4ge au diagnostic, IMC, taille de la tumeur) a été
vérifiée a I'aide des résidus de martingales ainsi que des résidus cumulatifs, les graphiques et les
valeurs obtenues nous ont permis de déduire qu'il n’était pas nécessaire de transformer les
variables continues.
2.4 Multicolinéarité
Lorsqu’ajusté avec le modele optimal, le RCB1 (vif=1) présentait une faible multicolinéarité pour
les variables d’ajustement de I'age (vif= 2,197 78) et du statut ménopausique (vif= 2,143 26). Dans
notre contexte, il est tout a fait normal de retrouver une corrélation entre I'age et le statut
ménopausique. Dans un contexte explicatif, il n’est pas nécessaire de prendre en considération
cette observation. Cependant, ces variables sont aussi des facteurs de risque important pour le
cancer du sein et son retrait induirait un biais de confusion résiduel important. En effet, dans la
littérature un facteur d'inflation de variance# (vif) inférieur a 5 et 10 est un résultat acceptable (Kim,
J, H.,2019). Pour le modéle complet, la variable d’ajustement concernant les traitements de
radiothérapie présentait également une faible multicolinéarité (2,13). Nous avons donc décidé de

4 VIF= facteur d'inflation de la variance
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conserver cette variable. Des résultats similaires sont retrouvés pour le cytoplasme et le noyau
du RCB2.
2.5 Données extrémes
Il n’y a pas de valeurs extrémes retrouvées dans les analyses.
2.6 Séparation quasi compléte
Le logiciel na pas produit de message d’erreur ou d’avertissement. Les modéles convergeaient

et les intervalles de confiances sont étroits.

90



Annexe C <Résultats de I’évaluation

immunohistochimique de I’expression des RCB>

Tableau 8: Evaluation immunohistochimique de I'expression du RCB1 et du RCB2

RCB1 RCB2
Variables
n=2056 n=2091
Nombre de carottes (%)
interprétable 1580 (76,9) 1577 (75,4)
absence de tissue tumoral /Absence de carotte 306 (14,9) 420 (20,1)
non réalisé 170 (8,3) 94 (4,5)
Moyenne de l'intensité de coloration du cytoplasme
[femme
absent 42 (8,5) 81(16,3)
faible 240 (48,8) 346 (69,5)
modéré 201 (40,9) 71 (14,3)
forte 9(1,8) 0(0,0)
Moyenne du pourcentage de coloration du cytoplasme/
femme
<1% 45 (9,2) 57 (11,4)
1-24% 51(10,4) 46 (9,2)
25-50% 109 (22,2) 56 (11,2)
51-74% 139 (28,3) 100 (20,1)
275% 148 (30,1) 239 (48,0)
Moyenne de l'intensité de coloration du noyau /femme
absent 38 (7,6)
faible 187 (37,6)
modéré 272 (54,6)
forte 1(0,2)
Moyenne du pourcentage de coloration du noyau/ femme
<1% 35(7,0)
1-24% 73 (14,7)
25-50% 142 (28,5)
51-74% 131 (26,3)
275% 117 (23,5)

N



Score composite du cytoplasme

moyenne + ET, 3,5£2,1 3,3+1,9

médiane [intervalle] 3,5[0,0-10,7] 4,010,0-8,0]
Score composite du noyau

moyenne * ET, 3,7+2,2

médiane [intervalle] 3,5[0,0-9,3]
Nombre de carotte / femme

1 38(7,7) 40 (8,0)

2 78 (15,9) 84 (16,8)

3 122 (24,8) 131 (26,3)

4 254 (51,6) 244 (48,9)

RCB1 : récepteur cannabinoide type 1; RCB2 : récepteur cannabinoide type 2; n = nombre; % = pourcentage
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