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RESUME

Le géne pS2 est I'un de ceux dont I'expression est contrélée par I'cestradiol que ce soit dans les cel-
lules mammaires humaines en culture MCF-7 ou dans les Iésions tumorales du sein. Nous avons
recherché par immunohistochimie la présence de pS2 dans 37 cas de carcinomes canalaires infil-
trants (CCI) : 3 CCl de grade I, 16 CCI de grade Il et 18 CCI de grade Ill. Au total, 18 cas étaient posi-
tifs (48 %) : 2 positifs de grade | (66,7 %), 9 positifs de grade Il (56 %), 7 positifs de grade Il (39 %).
62 % des tumeurs exprimant la pS2 ont des récepteurs pour les estrogénes.

Cette étude montre I'utilité de I'analyse immunohistochimique de la protéine pS2 dans les carcinomes
canalaires infiltrants dans I'orientation des décisions thérapeutiques.
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ABSTRACT

The pS2 gene is one of genes whose expression is controlled by estradiol, at both in the breast cancer
cell line MCF-7 or in the human breast cancer. We have studied by immunohistochemistry the pres-
ence of pS2 in 37 infiltrating ductal carcinomas : 3 of grade |, 16 of grade Il, and 18 of grade Ill. Our
results have been showed 18 positive cases (48%) : 62% of tumors which have a pS2 hyperexpres-
sion presented estrogen receptors. This study shows the usefulness of immunohistochemical analysis
of pS2 protein expression in the infiltrating ductal carcinomas in the orientation of therapeutical deci-
sions.
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INTRODUCTION
Le géene pS2 est l'un des génes dont

La présence des récepteurs d’estrogenes a été
détectée grace a des anticorps monoclonaux

I'expression est contrdlée par I'estradiol que ce
soit dans les cellules mammaires humaines en
culture MCF-7 ou dans les Iésions tumorales
du sein [1, 2]. La protéine pS2 est exprimée
dans 45% a 70% des cancers du sein [3]. Afin
d’apprécier la fonctionnalité des récepteurs
aux estrogénes, la recherche de la protéine
pS2 est proposée comme biomarqueur [4, 5].
Cette recherche a un intérét pronostique; en
effet, la durée de survie des patientes dont les
tumeurs répondent aux hormones est en
moyenne de un an et demi a deux ans supé-
rieure a celles dont les tumeurs ne répondent
pas a l'action des hormones stéroides.

(Laboratoires Abbott, Chicago, U.S.A.) sur des
tissus congelés. Dans tous les cas, la pré-
sence des deux protéines RE (récepteur aux
estrogenes) et pS2 est liee a celle de leurs
ARNmM. La présence de la protéine pS2 dans
les cancers du sein reflete une augmentation
de la transcription du géne pS2, comme cela
avait été démontré antérieurement dans les
cellules MCF-7.

Le géne pS2 a été cloné et séquencé [6, 7]; il
est localisé sur le chromosome 21 en g22.3.

La protéine pS2 présente des similitudes avec
des facteurs de croissance tels que les insu-
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line-like growth factors | et Il qui sont des poly-
peptides secrétés, constitués respectivement,
de 67 et 70 acides aminés et renferment de
nombreux résidus de cystéines.

L’ARNm de pS2 est induit par divers facteurs
de croissance comme I'EGF, linsuline, I'lGF-1
et le FGF [1, 8, 9]. La synthése de pS2 est

sous le contrdle du récepteur d’estrogenes
(RE). Les délétions dans la partie NH,-
terminale du RE bloquent la synthése de la
protéine pS2 [10]. La suppression de I'estradiol
dans les cultures de cellules MCF-7 [11, 12,
13, 14] entraine la disparition de pS2 et la mort
de la cellule [15].

MATERIEL ET METHODES

Patients

Trente sept prélévements de carcinomes canalaires infiltrants (CCIl) mammaires (3 de grade |, 16 de
grade 1l, 18 de grade lll) (Tableau 1), ont été étudiés dans le Service d’Anatomie et de Cytologie Pa-
thologique du Centre Régional de Lutte contre le Cancer (Centre Alexis Vautrin, 54511 Vandoeuvre-
Lés-Nancy, France). Il s'agit de piéces issues de mastectomies ou de prélévements biopsiques, fixés
dans du paraformaldéhyde et qui ont été inclus dans de la paraffine. Le diagnostic anatomopatholo-
gique a été réalisé par deux lecteurs indépendants.

Tableau 1 : Nombre de cas de carcinomes canalaires infiltrants mammaires

Carcinomes canalaires infiltrants Nombre
de cas
Carcinomes canalaires infiltrants de grade | 3
Carcinomes canalaires infiltrants de grade Il 16
Carcinomes canalaires infiltrants de grade I 18
Total 37

Technique immunohistochimique

Des coupes histologiques de 5 um d’épaisseur, déparaffinées, ont été placées dans une solution a 3%
de peroxyde d’hydrogéne afin de neutraliser les activités de peroxydases endogénes pouvant étre
présentes dans les tissus, puis rincées dans du tampon PBS (Phosphate Buffered Saline: NaCl 135
mM ; Na,HPO, 8 mM ; KCI 2 mM ; KH,PO, 1 mM ; MgCl,.6H,O 1 mM ; pH 7,2). Afin de réduire les
marquages aspécifiques, les coupes ont été recouvertes d’'une solution de sérum normal de chévre
pendant 5 minutes (solution de blocage préte a I'emploi, Kit LSAB-K681, Dako). L’excés de sérum a
été ensuite éliminé. Aprés 5 minutes de ringcage au PBS & deux reprises, les coupes ont été incubées
avec un anticorps de liaison biotinylé de souris et de lapin (Dako) pendant 10 minutes a température
ambiante. Puis, elles ont été incubées en présence de I'anticorps primaire anti-oncoprotéine pS2 (an-
ticorps monoclonal pS2 prét pour emploi : AM 190-5M, EuroBio, Les Ulis, France) a température am-
biante pendant 2 heures.

Les coupes ont été successivement rincées dans du PBS pendant 5 minutes, placées dans une solu-
tion contenant de '’Amino-3-Ethyl-9-Carbazole (AEC, Dako 697) et rincées a I'eau courante pendant
10 a 15 minutes. Elles ont été ensuite contre colorées avec de I'hématoxyline de Harris durant 15
secondes et rincées a I'eau distillée. Enfin ces coupes ont été immergées dans de 'eau ammonia-
quée (2 mL d’'ammoniaque pour un litre d’eau), puis dans de I'eau bidistillée, ensuite dans de I'alcool
absolu (passage), et enfin dans du toluéne. Elles ont été montées entre lame et lamelle en milieu
aqueux (Eukitt™ : Surgipath, Labonord, France) puis observées.

RESULTATS

Les tumeurs seront considérées comme positives si plus de 10 % des cellules sont marquées et néga-
tives si plus de 90 % des cellules ne sont pas marquées.

La protéine pS2 était localisée dans le cytoplasme tandis que le RE se trouve exclusivement dans le
noyau (Figure 1).
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Figure 1 : Carcinome canalaire infiltrant de grade Il : noter le marquage a I'anticorps anti pS2 du cytoplasme des
cellules tumorales et I'absence de marquage des cellules d’un canal résiduel normal (Gr. x 250).

On observe souvent une densification périnucléaire correspondant probablement a I'appareil de Golgi.
Le marquage par les anticorps est hétérogene (Figure 2).

Figure 2 : Carcinome canalaire infiltrant de grade Il : environ 60% des cellules néoplasiques montrent au niveau de
leur cytoplasme un marquage a I'anticorps anti pS2 (Gr. x 400).

Au total, 18 cas étaient positifs (48 %), avec le taux diminuant avec la gravité : 2 positifs de grade |
(66,7 %), 9 positifs de grade 1l (56 %), 7 positifs de grade 11l (39 %) (Tableau 2).

Tableau 2 : Résultats immunohistochimiques des carcinomes canalaires infiltrants mammaires

Carcinomes canalaires infiltrants Nombre pS2 pS2
de cas positif négatif
Carcinomes canalaires infiltrants de grade | 3 2 1
Carcinomes canalaires infiltrants de grade Il 16 9 7
Carcinomes canalaires infiltrants de grade IlI 18 7 11
Total 37 18 (48 %) 19 (52 %)
DISCUSSION cepteurs a I'estrogéne et a la progestérone et

Dans notre étude, les cas de tumeurs ayant
exprimé la pS2 traduisent la présence de ré-
cepteurs pour les estrogenes. Nos résultats
sont proches de ceux de Schwartz et coll., [16]
et de Henry et coll., [3]; en effet, la mise en
évidence de la protéine pS2 est un bon indica-
teur du pronostic. D’autres techniques peuvent
étre utilisées pour mettre en évidence les ré-

la protéine pS2. L’immunohistochimie peut
donc étre couplée au LBAs (Ligand-Binding
Assays), étude dans laquelle il a été montré
une importante corrélation entre ces deux mé-
thodes [17]; elle peut également étre couplée a
limmunoradiométrie [18].

Une étude rétrospective de 205 cytosols pro-
venant de tumeurs du sein conservées dans
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de l'azote liquide a été réalisée par dosage
radio-immunologique de la protéine pS2.

En superposant les résultats immunohistochi-
miques des récepteurs pour l'estrogéne, des
récepteurs pour la progestérone et la présence
de pS2 aux données cliniques et au suivi thé-
rapeutique, des auteurs ont montré que
I'évolution des tumeurs qui expriment la pro-
téine pS2 était favorable comparée a celle des
tumeurs qui ne I'exprimaient pas.

L’'association entre la présence de la protéine
pS2 et la réponse a I'hnormonothérapie a été
démontrée dans une étude in vivo portant sur
21 cas de cancers du sein [19]. Une liaison a
été établie entre la présence de la protéine
pS2 et la rémission de la maladie dans une
étude immunohistochimique portant sur 72 cas
de cancer du sein avec des métastases di-
verses chez des patientes ayant recu un trai-
tement hormonal. Dans le groupe des pa-
tientes ou la recherche de la protéine pS2 était
positive (pS2%), 52% ont eu une rémission
partielle ou compléte, et chez 24%, le proces-
sus tumoral était stable. Les taux sont plus bas
dans le groupe des patientes ou la recherche
de la protéine pS2 était négative (pS2),
puisque 27% avaient une rémission partielle
ou complete, et chez 10%, une stabilisation
[16].

L'étude de Henry et coll., [3] incluant 172 cas
de carcinomes mammaires et réalisée par
dosage immunohistologique sur des coupes
paraffinées, a conclut que la présence de pS2
dans la tumeur primaire est prédictive de la
réponse a la thérapie hormonale.

Des études concernant plusieurs oncogénes
ont révélé que la présence de pS2 ne parait
pas étre corrélée au nombre de copies de
'oncoprotéine c-erbB-2 et que pS2 est expri-
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