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P38MAPK: P38 Mitogen Activated Protein Kinase 

P70S6K: P70 ribosomal protein S6 Kinase 

pAKT: phospho-AKT 

PCR: Polymerase Chain Reaction (Réaction de polymérisation en chaine) 

PCR-HRM: PCR- High Resolution Melting  

PCR-ARMS-Scorpions: PCR-Amplification Refractory Mutational System 
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PDGFR: Plateled Derivated Growth Factor Receptor (Récepteur aux facteurs de croissance 

des plaquettes)  

PE: Phycoérythrine  

p-EGFR: phospho-EGFR 

p-ERK1/2: phospho-ERK 1/2 

p-MEK: phospho-MEK 

PFS: Progression Free Survival  

p-GSK3β: phospho-GSK3β 

PI3K: Phosphatidylinositol 3-Kinase 

PIK3CA: gène codant pour la sous-unité catalytique de PI3K 

PIK3R1: gène codant pour la sous-unité régulatrice de PI3K  

PIP: Phosphatidylinositol-3-phosphate 

PIP2: Phosphatidylinositol-3, 4-diphophate 

PIP3: Phosphatidylinositol-3, 4, 5-triphosphate 

PMSF: Phenylmethylsulfonylfluoride  

p-P38MAPK: phospho-P38MAPK  

p-P70S6K: phospho-P70S6K 

PTEN: Phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome ten  

RAF: Rapidly Accelerated Fibrosarcoma 

RAS: Rat Sarcoma Virus 

RE: Récepteurs aux œstrogènes 

RH: Récepteurs hormonaux 

RNAse: Ribonucléase  

RP: Récepteurs à la progestérone 

RTK: Récepteur à activité Tyrosine Kinase 

SBR (EE): Scarff - Bloom Richardson (Elston Ellis) 

SERDs: Selective Estrogen Receptor Down regulation 

SERMs: Selective Estrogen Receptor Modulator 

SHc: Src Homology 

SH2: Src Homology 2 

SKP2: S-phase Kinase associated Protein -2 

SOS1: Son of sevenless homolog 1 

Src: Sarcoma Virus 

Taq Polymerase: Thermus aquaticus Polymérase 
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TBE: Tris, acide borique, EDTA 

T-DM1: Trastuzumab entamsine 

TGFα: Transforming Growth Factor α 

TK: Tyrosine Kinase 

TN: Tumeurs Triple-Negatives 

TNM: Tumor Node Metastasis 

VEGF: Vascular Endothelial Growth Factor (Facteur de croissance de l’endothélium 

vasculaire)  

VEGFR: Vascular Endothelial Growth Factor Receptor (Récepteur aux facteurs de croissance 

de l’endothélium vasculaire)   

XIAP: X-linked inhibitor of apoptosis  
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INTRODUCTION GENERALE 

 
 
 Malgré de considérables avancées dans la prise en charge du cancer ces dernières 

années, cette maladie demeure un problème majeur de santé publique. 

En 2012, 355000 nouveaux cas de cancers, toutes localisations confondues, ont été recensés 

en France, regroupant 200000 hommes et 155000 femmes (1).  

Bien que la mortalité par cancer ait régulièrement diminué ces 30 dernières années, cette 

maladie reste la première cause de mortalité en France et le nombre de nouveaux cas a quant à 

lui doublé (1).  

 

La lutte contre le cancer constitue une des priorités du  système de santé français, notamment   

grâce au plan cancer mis en place depuis 2003. Les enjeux  principaux sont la prévention et le 

dépistage des cancers avec, entre autres, la mise en place de campagnes de sensibilisation 

(Octobre Rose pour le cancer du sein, Mars Bleu pour le cancer colorectal). Les objectifs sont 

également l’amélioration continue de la prise en charge des patients mais aussi le maintien 

d'une qualité de vie correcte au cours des traitements en minimisant les toxicités liées à des 

thérapeutiques agressives.   

 

Grâce à l'apport de la biologie moléculaire ces dernières années, il a clairement été établi que 

le cancer était une maladie de la signalisation cellulaire. La caractérisation des principales 

voies de signalisation impliquées dans la cancérogenèse a permis l’identification de cibles 

moléculaires et donc le développement de thérapeutiques dirigées contre celles ci. 

L'essor des thérapies ciblées a considérablement amélioré la prise en charge des cancers et 

marque une évolution majeure de la thérapeutique anticancéreuse. Contrairement aux 

chimiothérapies conventionnelles qui sont non spécifiques, les thérapies ciblées sont dirigées 

contre une cible moléculaire particulière présente au niveau des cellules tumorales et 

détruisent alors spécifiquement celles-ci limitant la toxicité. L'arrivée de ces molécules sur le 

marché a permis le développement de la médecine personnalisée et a ainsi amélioré le 

pronostic de certains cancers.   
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Actuellement, il existe des tests de génétique moléculaire permettant de prescrire aux patients 

la bonne thérapie ciblée. On peut notamment citer l'exemple de la recherche des mutations des 

gènes RAS dans le cancer colorectal métastatique qui conditionne la prescription des 

traitements anti-EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor). La caractérisation moléculaire 

de la tumeur est donc un critère majeur, devenue indispensable pour la décision thérapeutique. 

 

Malgré des progrès importants aussi bien thérapeutiques que technologiques, on constate dans 

certains cas l'apparition de résistance primaire ou secondaire aux thérapies ciblées.  

L’identification et la validation de nouveaux biomarqueurs moléculaires tumoraux aussi bien 

diagnostiques, prédictifs de réponse aux traitements, que pronostiques, sont actuellement les 

principaux enjeux de la recherche en oncologie.  
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I. Le cancer du sein – épidémiologie  

 

Le cancer du sein est le cancer le plus fréquemment diagnostiqué et est la principale cause 

de décès par cancer chez la femme. Il représentait 25,2% du total des nouveaux cas de cancers 

féminins et 14,7% du total des décès dans le monde en 2012 (2). Alors qu’il reste la principale 

cause de décès par cancer dans les pays les moins développés (14.3% du total, 324000 décès), 

il est actuellement au deuxième rang des cause de décès par cancer chez la femme dans les 

pays développés (198000 décès, 15.4% du total) derrière le cancer du poumon. Cette 

différence s’explique par la précocité du diagnostic grâce aux campagnes de dépistage ainsi 

que par l’amélioration de la prise en charge dans les pays developpés améliorant 

considérablement la survie en cas de cancers mammaires ces dernières années.  

En France, 48 763 nouveaux cas de cancers du sein et 11 886 décès ont été recencés en 2012 

(3). L'âge moyen estimé au diagnostic était de 63 ans. Le taux global de survie relative à 5 ans 

s’est amélioré et est supérieur à 80%. Il diminue toutefois avec l’âge et la sévérité du stade au 

diagnostic (3).  

Le cancer du sein présente une grande hétérogénéité de forme aussi bien histologique que 

moléculaire avec des pronostics très différents expliquant l’intérêt de développer des 

thérapeutiques de plus en plus personnalisées en fonction des caractéristiques de la tumeur 

(4).   

 

II. Hétérogénéité du cancer du sein  

II.1. Classification histologique  

 
 La glande mammaire est constituée de tissu glandulaire, de tissu graisseux et de tissu 

conjonctif. Elle contient des lobules dont la fonction est de produire le lait et des canaux 

galactophores qui transportent le lait au mamelon. Les cancers du sein se développent 

initialement à partir des cellules épithéliales des canaux ou des lobules (Figure 1) (5, 6).   

D’un point de vue histologique, on distingue  les cancers canalaires caractérisés  par la 

prolifération des cellules tapissant les canaux galactophores, des cancers lobulaires qui eux se 

développent à partir de l’épithélium tapissant les lobules du sein.  
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Les cancers du sein peuvent être non invasifs, sans franchissement de la membrane basale par 

les cellules néoplasiques, ces cancers sont appelés cancers in situ, ou alors invasifs 

caractérisés par un franchissement de la membrane basale par les cellules tumorales, on parle 

alors de cancers infiltrants. Les carcinomes canalaires infiltrants représentent 80% du total des 

cancers du sein contre seulement 5 à 10% de carcinomes lobulaires infiltrants (5).  

 

 

Figure 1: La structure du sein en coupe sagittale. (D’après site internet INCa: http://www.e-cancer.fr/) 
Le sein est constitué de lobules produisant le lait et de canaux galactophores assurant le transport du lait au 
mamelon. Les cancers du sein se développent à partir des lobules (cancers lobulaires) ou des canaux (cancers 
canalaires) de la glande mammaire (6).  
 

II.2.     Classification  moléculaire 
 

 

       L’essor de la biologie moléculaire au cours de ces dernières années a permis d’affiner la 

classification des cancers du sein en mettant en évidence des caractéristiques moléculaires 

propres à chaque tumeur, permettant ainsi d’identifier différents sous-types moléculaires.  Les 

tumeurs possèdent  leurs propres caractéristiques moléculaires permettant de les classer en 

différents sous-types (7). La première classification moléculaire du cancer du sein a été 

proposée en 2000  par Perou et al. (8). Cette classification distingue 4 sous-types moléculaires 

basés sur le profil d’expression génique: le sous-type luminal/épithélial/récepteurs aux 

œstrogènes (RE) positifs, le sous-type HER2 (Human Epidermal growth factor Receptor 2) 

positif, le sous-type basal-like et le normal-like. 
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 En 2001, cette classification a été précisée par Sorlié et al. avec une division des tumeurs 

luminales en trois sous-types A, B, C (9). L’existence du sous-type luminal C a ensuite été 

remis en question en 2003 pour ne garder que les sous-types luminaux A et B (Figure 2) (10). 

En 2003, Sotiriou et al. démontrait l’existence de 6 groupes similaires mais cette fois ci, 

divisait le sous-type basal-like en 2 sous-groupes en fonction de leur profil d’expression et 

supprimait le groupe normal-like (11). En effet, ce groupe est actuellement controversé et est 

plutôt considéré par certains comme le résultat d’une contamination par un contingent 

cellulaire normal que comme un réel sous-type.   

 

De nombreuses études ont été menées pour définir un panel de biomarqueurs d’intérêt aussi 

bien prédictifs que pronostiques afin d’améliorer la prise en charge et le suivi de la maladie 

mais également permettre de mieux contrôler les toxicités des traitements. Bien que de 

nombreuses études sur le profil d’expression génique des tumeurs et sur leur signature 

génomique aient été réalisées (12, 13), et que de nombreux marqueurs potentiels aient été mis 

en évidence, actuellement, seuls 3 marqueurs sont utilisés en routine. Il s’agit du statut 

hormonal, avec les récepteurs aux œstrogènes et ceux à la progestérone et le statut HER2. 

 

 

 
Figure 2: Profil d'expression génique d’échantillons de carcinomes mammaires. 115 échantillons de 
carcinomes mammaires et 7 échantillons de tissus sains.   
Le dendrogramme représente la répartition des tumeurs mammaires analysées en cinq sous-groupes. Les tumeurs 
luminales A sont représentées en bleu marine, les tumeurs luminales B en bleu turquoise, les tumeurs 
surexprimant HER2 en rose, les basal-like en rouge et enfin les normal-like en vert. Les branches grises 
représentent les tumeurs qui ne correspondent à aucun sous-type. D'après Sorlié et al.(10) 
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II.2.1. Les tumeurs luminales 
 

Les cancers luminaux sont principalement caractérisés par une surexpression des récepteurs 

aux œstrogènes (14).  

II.2.1.1.  Les tumeurs luminales de type A  
 

 Ces tumeurs se développent au niveau des cellules luminales de la glande mammaire. 

Les cellules luminales expriment fortement les récepteurs hormonaux, notamment les 

récepteurs aux œstrogènes  et peuvent également surexprimer les récepteurs à la progestérone. 

En revanche, elles ne surexpriment  pas le récepteur HER2. Il s’agit en règle générale de 

tumeurs de bas grade, à faible pouvoir prolifératif (index de prolifération mitotique Ki67 

inférieur à 14%). Ces tumeurs expriment les gènes régulés par les récepteurs œstrogéniques  

notamment GATA3 (GATA binding protein 3), FOXA1 (Forkhead box A1) et expriment des 

cytokératines (CK) de bas poids moléculaires telles que CK8/18 et CK19. En revanche, elles 

expriment peu les gènes liés à la prolifération (11, 15-19).  

On retrouve rarement des mutations de P53 dans ce type de tumeur (13% des cas). Ces 

tumeurs représentent 60% des carcinomes et sont de pronostic favorable. Il s’agit pour la 

plupart de carcinomes mucineux, lobulaires ou canalaires de grade I/II.  

 

II.2.1.2.  Les tumeurs luminales de type B 
 

 Il s’agit également de tumeurs développées à partir des cellules luminales, mais qui 

expriment plus faiblement les récepteurs œstrogéniques que les tumeurs luminales de type A.  

Elles sont divisées en deux sous-groupes. Le premier sous-groupe ne surexprime pas le 

récepteur HER2, et est caractérisé par un pouvoir prolifératif important et donc un Ki67 élevé. 

Le second sous-groupe quant à lui, surexprime HER2, quelque soit la valeur du Ki67. Cette 

surexpression de HER2 est retrouvée chez 30% des tumeurs luminales de type B (sous type 

luminal HER2+) (20, 21). Ce type de tumeurs exprime également les cytokératines (CK) de 

type luminal, CK8 et CK18 et CK19, et ont en revanche une faible expression des gènes 

régulés par les récepteurs œstrogéniques (15-19). Des mutations de P53 sont retrouvées dans 

29% des cas dans ce sous-groupe (22, 23).  
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Ces tumeurs représentent  environ 20% des carcinomes et sont de pronostic intermédiaire 

(pronostic moins bon que celui des tumeurs de type luminal A). Il s’agit pour la plupart de 

carcinomes canalaires de grade II/III.  

 

II.2.2.  Les tumeurs "basal-like" 
 

 Les cancers de type basal  sont des cancers développés à partir des cellules 

myoépithéliales (ou basales) de la glande mammaire. Ils expriment des cytokératines de type 

basal de haut poids moléculaire telles que les cytokératines 5/6 et 14 et 17 et également de 

façon importante les gènes liés à la prolifération. Ces cancers sont caractérisés par une 

absence ou une faible expression des récepteurs hormonaux et par une absence d’expression 

de HER2. On retrouve fréquemment des mutations de P53 (80% des cas) dans ce type de 

tumeur ainsi qu’une activité mitotique élevée (22). Des mutations constitutives de BRCA1 

(Breast Cancer 1) ainsi qu’une grande instabilité génétique sont également souvent retrouvées 

(15-19). Les tumeurs "basal-like" représentent 20% des carcinomes et sont en général de 

pronostic défavorable. Les principaux types histologiques concernés sont les carcinomes 

canalaires de grade III, les carcinomes médullaires ainsi que les carcinomes métaplasiques.  

 

II.2.3.  Les tumeurs triple-négatives  
 

  Ce sous-type ne surexprime ni les récepteurs hormonaux, ni HER2 et représente 10 à 

15% des tumeurs. Ce sont pour la plupart des carcinomes canalaires de haut grade, de très 

mauvais pronostic, retrouvés plus fréquemment chez les femmes jeunes (30-35 ans). Les 

tumeurs triple-négatives sont souvent confondues avec les tumeurs "basal-like" car 80% de 

ces tumeurs sont de type basal et seulement 20% de type luminal. Le type "basal-like" est en 

réalité un sous groupe de tumeurs triple-négatives qui exprime des cytokératines de haut poids 

moléculaires normalement exprimées dans les cellules myoépithéliales mammaires saines, les 

CK5/6 et CK14. Ce sous-groupe exprime également le récepteur à l’Epidermal Growth Factor 

(EGF). Les tumeurs triples-négatives peuvent également être des tumeurs métaplasiques, 

médullaires, ou encore des carcinomes secrétant juvéniles, adénoïdes kystiques, sporadiques 

ou présentant une mutation de BRCA1 (Figure 3) (15-19, 24). 
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Il n’existe aucune thérapie ciblée indiquée pour ce type de tumeur car aucune cible 

moléculaire n’a actuellement été identifiée. L’efficacité de la chimiothérapie conventionnelle 

reste de plus très limitée ce qui explique le mauvais pronostic de ces tumeurs.  

 

 

 
Figure 3: Spectre des carcinomes triple-négatifs. 

Les tumeurs triple-négatives regroupent plusieurs types de tumeurs: les tumeurs "basal-like", les tumeurs 
métaplasiques, médullaires et celles présentant une mutation du gène BRCA1. Ces tumeurs sont de mauvais 
pronostic. Elles comprennent également les carcinomes adénoïdes kystiques et les carcinomes sécrétant juvéniles 
qui eux sont de meilleur pronostic. D'après Vincent-Salomon et al. (25)  
 

II.2.4.  Les tumeurs HER2+  
 

 Les tumeurs HER2+ représentant 15 à 20% des carcinomes, surexpriment le récepteur 

HER2 mais ne surexpriment pas les récepteurs hormonaux (26). Elles sont caractérisées par 

une expression élevée des gènes liés à la prolifération et sont liées à des mutations fréquentes 

de P53 (71%) (15-19). Ces tumeurs étaient à la base de pronostic défavorable mais avec le 

développement des thérapies ciblées anti-HER2 et notamment la mise sur le marché en 2001 

du trastuzumab, premier anticorps monoclonal anti-HER2, le pronostic de ces tumeurs s’est 

considérablement amélioré (27). Il s’agit pour la plupart de carcinomes canalaires infiltrants 

de grade II/III.   
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Ces caractéristiques moléculaires sont venues s’ajouter aux caractéristiques 

histologiques et ont permis d’affiner la classification des tumeurs.  Ceci a permis de mieux 

appréhender les réponses thérapeutiques en fonction du profil moléculaire des tumeurs et ainsi 

de développer une médecine personnalisée. La caractérisation moléculaire est actuellement 

indispensable dans la décision thérapeutique, le but étant que chaque patient bénéficie d’un 

traitement le plus adapté possible aux caractéristiques de sa tumeur. Ceci est déjà le cas pour 

les cancers HER2+ qui bénéficient de thérapies anti-HER2 (trastuzumab, lapatinib, 

pertuzumab, trastuzumab-entamsine) ou encore pour les tumeurs  hormonodépendantes qui 

elles sont traitées par hormonothérapie (tamoxifène, anastrozole, letrozole etc.). Les 

recherches actuelles ont pour but de développer le ciblage moléculaire afin de l’étendre à de 

nombreuses localisations cancéreuses et permettre une amélioration continue de la qualité des 

soins. L’objectif est l'identification de nouveaux biomarqueurs d’intérêt afin de cibler l’action 

du médicament et d'améliorer ainsi l’efficacité thérapeutique tout en limitant les toxicités. Les 

principales caractéristiques des différents types moléculaires de cancers du sein sont résumées 

dans le Tableau I.  

 
Tableau I: Récapitulatif des caractéristiques des principaux sous-types moléculaires. 

Sous-type de 
tumeurs 

mammaires 
Origine 

Caractéristiques 
moléculaires 

Type histologique du 
carcinome 

pronostic 

Basal  

 ≃ 20%  

Cellule 
myoépithéliale 

-RE-, HER2-,  
-CK de haut PM :  
 CK5/6+ 
-EGFR+ 
-Expression élevée des 
gènes liés à la prolifération 
-P53 souvent muté  
-Anomalies de BRCA1 
-Instabilité génétique ++++ 

 Canalaire de grade 
III 
 Medullaire 
 Métaplasique 

Défavorable 

HER2  

 ≃10%  

Non connu -HER2+, RH- 
-CK de bas PM : CK 8/18+ 
CK19+ 
-Expression élevée des 
gènes liés à la prolifération 
-Mutation P53 fréquente  

 Apocrine 
 Canalaire 
infiltrants de grade II 
et III 

Défavorable 

Luminal 
  

Cellule luminale -RE+ 
-CK de bas PM : CK8/18+ 
CK19+ 

 Favorable 

 Luminal A 

 ≃50% 

-Faible expression des 
gènes de prolifération 
-Forte expression de RE 

 Canalaire de grade 
I/II  
 lobulaire et 
mucineux  

 Luminal B  

 ≃20% 

-Forte expression des 
gènes de prolifération 
-Expression de RE faible à 
modérée 
- 30% HER2+  

 Canalaire de grade 
II/III 
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II.3.     Le grade histopronostique de Scarff-Bloom-Richardson modifié par Elston et Ellis, 
 grade SBR (EE)  

 
 Le grade SBR est un grade histopronostique. Il prend en compte trois critères 

histologiques: l’architecture de la tumeur (formations tubulo-glandulaires au sein de la 

tumeur),  les atypies cytonucléaires (pléomorphisme nucléaire) et enfin le nombre de mitoses 

sur 10 champs au grossissement x400 (fonction du diamètre du champ). Le grade est ensuite 

déterminé en additionnant les scores obtenus pour chacun de ces critères.  On distingue alors 

les  tumeurs de bon pronostic (SBR I: score de 3 à 5), de pronostic intermédiaire (SBRII: 

score de 6 à 7) et de  mauvais pronostic (SBRIII: score de 8 à 9). Il s’agit d’un facteur 

pronostique important et indépendant. Ce grade s’applique uniquement aux tumeurs 

infiltrantes (28-30). Les critères permettant de définir le grade SBR des tumeurs du sein sont 

résumés dans le Tableau II. 

 

 
        Tableau II: Le grade SBR modifié par Elston et Ellis (modifié d'après (30)) 

Grade histopronostique SBR modifié par Elston et Ellis Score 

1. Différenciation tubulo-glandulaire  

Formation tubulo-glandulaire au sein de la tumeur en pourcentage  

de surface tumorale 

 

 >75 % : Tumeur bien différenciée 

 10-75 % : Tumeur moyennement différenciée 

 <10 %  : Tumeur peu différenciée 

1 

2 

3 

2. Pléomorphisme nucléaire: degré d'atypie  

apprécié sur la population tumorale prédominante 

 

 Noyaux petits, réguliers, uniformes 

 Pléomorphisme modéré 

 Variations marquées de taille, de forme, avec nucléoles 

proéminents 

1 

2 

3 

3. Nombre de mitoses  

(à compter sur 10 champs au grossissement x 400) 

 

 0 à 6 mitoses 

 7 à 12 mitoses 

 >12 mitoses 

1 

2 

3 
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II.4.     Classification TNM (Tumor, Nodes, Metastasis)   
 

 Il s’agit d’une classification internationale qui se base sur trois critères pour 

caractériser l’agressivité de la tumeur et définit ainsi différents stades de tumeurs mammaires 

(stades I à IV). Il existe 2 classifications TNM, la classification clinique ou radiologique (cT), 

dont la détermination est pré-thérapeutique et la classification histopathologique (pT) exigeant 

la vérification de l’absence de tumeur perceptible en limite d’exérèse. Le T fait référence à la 

taille de la tumeur primitive, le N à la présence ou non d’un envahissement ganglionnaire 

lymphatique (N pour node), et le M à la présence ou non de métastases (30, 31) (Annexe I).  

 

 

III.  Métastases et cancer du sein  

 

 Le cancer du sein peut être à l’origine d’une dissémination métastatique dans les 

ganglions lymphatiques mais également dans différents organes (32). Les principaux sites 

métastatiques retrouvés sont les os,  les poumons, le foie et le cerveau. Si l’on considère tous 

les types de tumeurs mammaires, la première localisation métastatique retrouvée est le tissu 

osseux (70% des patientes atteintes d’un cancer du sein avancé) (33).  

Des études ont mis en évidence une relation entre sous-type moléculaire et site de 

développement des métastases (24). Le profil d’expression génique tumoral prédisposerait à 

l’envahissement métastatique d’un site privilégié permettant de prédire l’évolution de la 

maladie, et d’adapter ainsi la prise en charge des cancers (24, 33, 34). Ainsi, les tumeurs 

luminales de type A et B (luminales B/HER2-), sont associées à un faible risque de 

développer des métastases cérébrales mais sont en revanche principalement associées à des 

métastases osseuses. Les tumeurs HER2+ sont, quant à elles, associées à des métastases à 

prédominance cérébrales, mais aussi hépatiques, pulmonaires et osseuses. Les tumeurs "basal-

like" entrainent principalement des métastases cérébrales, pulmonaires et ganglionnaires. 

Elles exposent à un risque moins important de développer des métastases hépatiques et 

osseuses (24, 33-35). Malgré ces découvertes, de nombreux mécanismes biologiques et 

génétiques restent à élucider pour la compréhension des processus à l’origine du 

développement métastatique. 
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IV.       Facteurs de risques du cancer du sein 
 
 
 Un certain nombre de facteurs de risque de cancer du sein ont été identifiés. Il existe 

plusieurs types de facteurs de risques, d’une part les facteurs de risques constitutifs, propre à 

chaque individu parmi lesquels nous pouvons citer le sexe féminin, l’âge (risque majoré après 

50 ans), les histoires familiales de cancer du sein, les prédispositions génétiques (femmes 

porteuses d’une mutation du gène BRCA1 et/ou 2), les mastopathies  bénignes  proliférantes, 

les antécédents d’irradiation thoracique (notamment en cas d’antécédent de lymphome 

hodgkinien), la nulliparité, le 1er enfant après 35 ans, la puberté précoce (première règles 

avant 12 ans), la ménopause tardive (après 55 ans), les cycles anovulatoires (36) et d’autre 

part, les facteurs de risques liés à l’environnement et au mode de vie tel que l’alimentation, le 

tabac, la consommation d’alcool ou encore la sédentarité. Le fait de présenter un ou plusieurs 

de ces facteurs de risque n’entrainera cependant pas systématiquement l'apparition d’un 

cancer du sein. De plus, l’implication de certains d’entres eux dans le développement tumoral 

reste encore incertaine voire controversée (37).  

 

V.        Signalisation cellulaire et cancer du sein 

V.1.     Les récepteurs à activité tyrosine kinase 
 

Les récepteurs à activité tyrosine kinase (RTK) sont des glycoprotéines 

transmembranaires possédant des caractéristiques structurales et fonctionnelles similaires 

(38). Il en existe 18 familles chez les vertébrés parmi lesquels nous pouvons citer les 

récepteurs à insuline (IR), les récepteurs aux facteurs de croissance épidermique (EGFR), les 

récepteurs aux facteurs de croissance dérivés des plaquettes (PDGFR), les récepteurs aux 

facteurs de croissance de l’endothélium vasculaire (VEGFR) ainsi que les récepteurs aux 

facteurs de croissance des fibroblastes (FGFR) (Figure 4) (38, 39). Ces récepteurs situés en 

amont des voies de signalisation cellulaire sont des éléments essentiels du processus de 

tumorisation. En effet, la présence de mutations activatrices, notamment au niveau du 

domaine tyrosine kinase, ou la surexpression de ce type de récepteurs peut aboutir à une 

stimulation excessive ou à une dérégulation des voies de signalisation (40, 41).  
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         Figure 4: Les récepteurs à activité Tyrosine Kinase (d'après Robert J.,2010) (38). 

Il existe 18 familles de récepteurs à activité tyrosine kinase (TK) chez les mammifères. Ils sont formés      
d’une partie extramembranaire, d'une partie transmembranaire et d’une partie intracytoplasmique 
responsable de l’activité tyrosine kinase. 

 

V.2.     Les récepteurs HER (Human Epidermal growth factor Receptor) 
 
 
 Les récepteurs HER, appelés également récepteurs ErbB, appartiennent à la famille 

des RTK de classe I. Ils sont exprimés dans la quasi totalité des tissus non hématopoïétiques 

et sont impliqués dans différents processus biologiques tels que la prolifération, la 

différenciation, le contrôle du métabolisme cellulaire, la migration, la survie cellulaire, la 

stimulation de la progression cellulaire et l’inhibition de l’apoptose (38). Des études ont 

montré que l’activation anormale des kinases des récepteurs HER jouait un rôle fondamental 

dans le développement et la croissance de nombreux cancers humains (42). Des altérations 

oncogéniques des récepteurs HER telles que des mutations activatrices ou des surexpressions 

sont particulièrement  retrouvées (40) dans des tumeurs solides et notamment dans les cancers 

du sein. Ces récepteurs suscitent donc un grand intérêt en tant que cibles des thérapeutiques 

anticancéreuses (43).  

Les récepteurs HER sont des protéines kinases transmembranaires. Il existe quatre récepteurs 

homologues: HER1 (ou EGFR ou ErbB1), HER2 (ou cErbB2/neu), HER3 (ou ErbB3) et  

HER4 (ou ErbB4) (Figure 5) (40, 44). 
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Ces récepteurs partagent une forte homologie de structure primaire qui se traduit par une 

organisation structurale commune caractéristique. Ils sont constitués d’une seule chaine 

polypeptidique formant un domaine extracellulaire, domaine de fixation du ligand au 

récepteur, un domaine hydrophobe transmembranaire en hélice alpha composé de 23-24 

acides aminés, constituant un point d’ancrage dans la membrane plasmique cellulaire, un 

domaine juxtamembranaire dont le rôle n’est pas entièrement élucidé et un domaine 

intracytoplasmique renfermant l’activité tyrosine kinase et permettant la transduction du 

signal au sein de la cellule (Figure 6) (38, 40, 43-46). Les récepteurs HER sont activés par la 

liaison d’une famille de ligands contenant un domaine EGF-like. De nombreux ligands sont 

actuellement connus pour ces récepteurs ce qui explique une grand diversité des voies de 

signalisation. Ces ligands peuvent être divisés en 3 groupes. Le premier groupe comprend 3 

ligands spécifiques de l’EGFR: l’EGF, le TGF-α (transforming growth factor α), et 

l’amphireguline (AR). Le deuxième groupe comprend la beta-celluline (BTC), l’heparine 

binding epidermal growth factor (HB-EGF) et l’epireguline (EPR) qui montrent une 

spécificité double en liant EGFR et HER4. Le troisième groupe est composé de 

neuroregulines (NRGs) et peut être subdivisé en 3 sous groupes basés sur leurs capacités à lier 

HER3 et HER4 (NRG-1 et NRG-2) ou seulement HER4 (NRG-3 et NRG-4) (38). HER2 ne 

possède pas de ligand identifié. Sa conformation le rend constitutivement actif et rend sa 

dimérisation possible en permanence (Figure 5) (44-46).  

 

 

 
Figure 5: Les récepteurs HER (d'après Robert J., 2010) (38). 

Il existe 4 familles de récepteurs HER, numérotés de 1 à 4. Ils possèdent chacun leurs ligands propres, à 
l’exception de HER2 pour lequel aucun ligand n'est nécessaire à son activation. 
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Figure 6: Structure des récepteurs HER. (D'après documents GSK Oncologie) 
Les récepteurs HER présentent une partie extracellulaire portant le site de fixation du ligand, un domaine 
transmembranaire et un domaine intracellulaire à activité tyrosine kinase. 
 
 

 

L'activation des récepteurs est liée à une homo ou une hétérodimérisation non covalente des 

récepteurs monomériques en présence du ligand conduisant à une libération de l’activité 

tyrosine kinase du domaine intracellulaire et à une autophosphorylation du récepteur. 

L’activité enzymatique des RTK est localisée dans le cytoplasme et permet le transfert du 

phosphate γ de l’ATP vers l’hydroxyle des résidus tyrosines des protéines cibles et /ou du 

récepteur lui-même. La disposition dans l’espace des deux domaines catalytiques permet la 

phosphorylation croisée des résidus tyrosine de chacun d’eux en C-terminal. La 

phosphorylation de ces résidus permet le recrutement et l’activation de nombreux effecteurs 

ce qui entraînent l’initiation de plusieurs voies de signalisation. Les différentes protéines 

recrutées peuvent être des protéines adaptatrices comme SHC (Src Homology), CRK (CT10 

Regulator of Kinase), Grb2 (Growth factor Receptor-Bound Protein 2) ou des kinases comme 

la PI3K (Phosphatidyl Inositol 3-Kinase) et Src (Sarcoma virus).  

 

 

 

Site de fixation du ligand  

Hélice α transmembranaire  

Domaine Tyrosine Kinase 
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Les principales voies de signalisation activées par les récepteurs HER sont les voies RAS (Rat 

sarcoma virus)/RAF (Rapidly Accelerated Fibrosarcoma)/MAPKinase (Mitogen-Activated 

Protein Kinase) et la voie PI3K/AKT (Protéine kinase B)/mTOR (mammalian Target Of 

Rapamycin) (Figure 7) (40, 44, 47). 

 

 

 
 
Figure 7: Transduction du signal à partir des récepteurs HER. D'après Hudis CA.,2007 (48).                   
La dimérisation des récepteurs HER entraine une cascade de phosphorylations permettant l'activation des   
voies de signalisation situées en aval des récepteurs et ainsi la régulation des principales fonctions cellulaires.  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

27 
 

V.3.     Les principales voies de signalisation impliquées en oncologie mammaire: les voies            
 PI3K/AKT/mTOR et RAS/RAF/MAPKinase 

 
 Les voies de signalisation intracellulaire PI3K/AKT/mTOR et MAPKinase, situées en 

aval des récepteurs HER ont une implication majeure en oncogénèse mammaire et sont 

souvent étudiées comme cibles potentielles de nouvelles thérapeutiques anticancéreuses 

(Figure 8). L’étude de nombreux biomarqueurs intervenant dans ces voies de signalisation et 

l’évaluation de leur intérêt théranostique sont actuellement des objectifs majeurs.  

 
 
Figure 8: Les voies de signalisation PI3K/AKT/mTOR et RAS/RAF/MAPKinase 
Les voies de signalisation PI3K/AKT/mTOR et RAS/RAF/MAPKinase font intervenir de nombreux effecteurs et 
sont interconnectées au niveau de la protéine RAS.  
 

 

V.3.1.  La voie PI3K/AKT/mTOR 
 

 La voie PI3K/AKT/mTOR est une voie de signalisation intracellulaire située en aval 

des récepteurs HER et jouant un rôle clé dans l’homéostasie cellulaire. Elle régule les 

principales fonctions cellulaires dont notamment l’apoptose, la croissance, le cycle cellulaire 

ainsi que l’angiogenèse (49, 50). Cette voie est dérégulée dans de nombreux cancers, 

particulièrement dans les carcinomes mammaires, la plupart des protéines la constituant 

pouvant être mutées, délétées ou surexprimées selon les cas (50-53). Les PI3K sont des 

enzymes à activité lipide kinase capables de phosphoryler les phosphoinositides en position 3 

du noyau inositol pour produire des D3 phosphoinositides considérés comme seconds 

messagers.  



 

28 
 

Cette réaction mène à l’activation de plusieurs voies de signalisation intracellulaire qui 

régulent les fonctions comme le métabolisme cellulaire, la survie cellulaire, la croissance 

cellulaire, la prolifération et le trafic vésiculaire (54).  Les PI3K possèdent également une 

activité sérine thréonine kinase. La famille des PI3K est composée de trois classes (classe I, 

classe II, classe III) qui différent par leurs caractéristiques structurales, leurs distributions 

tissulaires, leurs mécanismes d’activation et leurs fonctions. Les PI3K de classe I sont 

divisées en 2 sous-classes dépendantes des récepteurs auxquels elles se couplent. On distingue 

la sous classe IA correspondant aux PI3kinases activées par les RTK, les récepteurs couplés 

aux protéines G ainsi que par certains oncogènes (tel que RAS) et la classe IB qui elle 

comprend uniquement des PI3Kinases régulées par les récepteurs couplés aux protéines G.  

Des 3 classes, la classe IA est la plus fréquemment impliquée dans les cancers (54-57). 

 

V.3.1.1.  Mécanisme d’activation des PI3K de classe I en aval des récepteurs à activité  
    Tyrosine Kinase 
 
 
  Les PI3K se présentent généralement sous forme d’hétérodimères constitués de 2 

sous-unités: une sous-unité régulatrice p85 et une sous-unité catalytique p110α. La sous-unité 

régulatrice p85 codée par le gène PIK3R1, possède un domaine SH2 (Src Homology 2) qui, 

dans un premier temps lui permet de se lier à une tyrosine du récepteur, phosphorylée par 

SRC (Sarcoma Virus, protéine K cytosolique). PI3K est ensuite phosphorylée par le récepteur 

et activée. SRC peut également directement phosphoryler la PI3K et l’activer. La sous-unité 

catalytique p110α, à activité lipide kinase est codée par le gène PIK3CA, localisé sur le 

chromosome 3. Elle phosphoryle le phosphatidylinositol-3, 4-biphosphate (PIP2) en position 

3' du noyau inositol générant du phosphatidylinositol-3, 4, 5-triphosphate (PIP3). Ce PIP3 

permet le recrutement d'autres effecteurs cellulaires au niveau de la membrane plasmique, 

dont notamment la kinase AKT, et entraine donc l'activation de multiples voies de 

signalisation situées en aval (Figure 10) (38, 50, 52, 54, 55, 58-60). 
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 V.3.1.2.  Voie de signalisation PI3Kinase et PTEN (Phosphatase and tensing homolog) 

 
 PI3K peut être régulée négativement par une phosphatase, PTEN. PTEN, aussi connue 

sous le nom de MMAC1 ou TEP, est codée par un gène suppresseur de tumeur de 105kb, 

constitué de 9 exons, localisé sur le chromosome 10 (position 10q23.3), et ayant un rôle clef 

dans l’inhibition de la prolifération cellulaire (61, 62).  PTEN est liée à la membrane cellulaire 

par un domaine C2 et est régulée négativement par SRC. Elle possède une activité 

phosphatase qui déphosphoryle spécifiquement le PIP3 en PIP2 (50, 62, 63) et  régule ainsi la 

fonction de PI3K ce qui aboutit à la régulation négative de l'expression d'AKT (Figure 9 et 

Figure 10). Elle empêche la croissance tumorale en antagonisant l’activité TK et réduit ainsi 

l’envahissement cellulaire tumoral et métastatique (57). 

 

 

 
Figure 9: Activités catalytiques de PI3K et PTEN (D'après Robert J., 2010) 

PI3K phosphoryle PIP2 en PIP3. PTEN régule négativement la voie PI3Kinase en déphosphorylant PIP3 en PIP2 
(38). 
 

 

 Sa perte de fonction est fréquente dans les tumeurs solides et peut être due à des mutations, à 

des délétions, à une perte d'hétérozygotie, à une modulation épigénétique ou encore à une 

instabilité protéique (54, 57, 64-66). La perte d’expression de la protéine s’accompagne de la 

méthylation du promoteur de PTEN. Cette perte a été rapportée dans presque 50% des 

tumeurs mammaires (67). Il a été mis en évidence que l'efficacité du trastuzumab était 

dépendante de PTEN et de sa capacité à inhiber la voie PI3K. Par conséquent, la perte 
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d'expression de PTEN est liée à une mauvaise réponse au traitement par trastuzumab (67-71). 

PTEN serait un facteur prédictif de réponse au trastuzumab.  

 

 
Figure 10: La voie PI3Kinase (D’après Robert J., 2010) (38) 

Après activation des récepteurs à activité TK, la sous-unité régulatrice p85 de PI3K se lie via son domaine 
SH2 à une phosphotyrosine du récepteur. La sous-unité catalytique p110α quant à elle phosphoryle PIP2 en 
PIP3 permettant l’activation d’une cascade de phosphorylations en aval et ainsi la transduction du signal.  

 

V.3.1.3.  Mutations du gène PIK3CA dans les cancers du sein 
 

 La dérégulation de la voie PI3K est un événement commun à plusieurs types de 

cancers. Elle peut être due soit à une inactivation de la phosphatase soit à des mutations 

activatrices de la sous-unité catalytique p110α de PI3K (50, 52, 54, 55, 72, 73).  

Des amplifications géniques, des délétions et plus récemment des mutations non sens du gène 

PIK3CA ont été mises en évidence dans de nombreux cancers notamment dans le cancer du 

sein ainsi que le cancer du colon, du cerveau, du foie, de l'estomac, et des poumons (74, 75).  
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PIK3CA est un gène de 34 kb, situé sur le chromosome 3 (position 3q26.3), et constitué de 20 

exons codant pour 1068 acides aminés et donnant une protéine de 124 kDa (Figure 11) (38).   

 
Figure 11: Schéma du gène PIK3CA (modifié d’après documents GSK Oncologie) 
Le gène PIK3CA codant pour la sous-unité catalytique p110α de PI3K présente des mutations activatrices dans 
environ 25 à 30% des cancers du sein. Les principales mutations retrouvées sont les mutations E542K et E545K 
situées sur le domaine hélicoïdale de l’exon 9 et les mutations H1047L et H1047R situées sur le domaine kinase 
de l’exon 20.  
 

 

Des mutations activatrices de ce gène sont retrouvées dans 25% des cancers mammaires (50, 

76, 77). Ces mutations augmentent l'activité kinase de PIK3CA. Il a été mis en évidence que 

l'activation de la voie PI3K par mutations activatrices de la sous-unité catalytique p110α  

jouait un rôle clef dans le processus de tumorisation (59, 74, 78).  

L'oncogène PIK3CA est le gène le plus fréquemment muté dans les cancers du sein après les 

mutations du gène P53, retrouvé muté dans 20 à 40% des cas (52, 79) . 

 

Les principales mutations retrouvées sont localisées sur les exons 9 et 20 du gène PIK3CA 

(75).  Il s'agit des  mutations E542K, E545K au niveau de la région hélicoïdale de l'exon 9 et 

H1047R et H1047L du domaine kinase de l'exon 20 (Figure 11 et 12). Ces mutations 

représentent plus de 90% des mutations retrouvées dans les tumeurs mammaires (50, 52, 72, 

73, 80, 81). 
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Figure 12: Répartition des différentes mutations de PIK3CA  dans les cancers du sein (Base COSMIC) 
(d’après Harlé et al.  (82)).   
La fréquence de chaque type de mutation est représentée par une barre de l’histogramme. Les mutations les plus 
fréquemment décrites sont sur l’exon 9 (E542K et E545K) et sur l’exon 20 (H1047L et H1047R).  
 
 

Plusieurs études ont démontré l'impact de ces mutations sur la réponse aux traitements et 

notamment leurs implications dans le développement de résistances à certaines thérapies 

anticancéreuses, telles que le trastuzumab (65, 66, 69, 83-85), le lapatinib (66, 86) ou encore 

les anti-œstrogéniques (87-90). Ces mutations pourraient potentiellement être utilisées comme 

marqueurs prédictifs de la réponse aux traitements. Cependant les résultats de certaines études 

restent contradictoires.  

Ces mutations activatrices entrainent une hyperactivation de la voie PI3K par augmentation 

de l’activité kinase de PI3K. Ainsi les différents effecteurs de cette voie sont des cibles 

potentielles pour de nouvelles thérapies anticancéreuses, tels que les inhibiteurs de PI3K, de 

TORC1 (Target of rapamycin complex 1) ou d'AKT (91) qui pourraient être utilisés en 

association avec les anti-HER2 (91-94).  

Certaines équipes ont montré que ces mutations étaient associées à un bon pronostic (52, 72, 

75, 95) alors que d'autres mettent en évidence une corrélation avec un pronostic péjoratif (83, 

96). Ces discordances peuvent s'expliquer par l’hétérogénéité des séries étudiées d'une équipe 
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à l'autre, mais aussi par le fait que l’impact des mutations est probablement différent en 

fonction du type de mutation mise en cause.   

Une meilleure compréhension de la signalisation cellulaire et de  l'impact de ces mutations sur 

la pathologie mammaire est nécessaire pour permettre le développement de nouveaux 

traitements ciblés (52, 63).  

V.3.2.  La voie RAS/RAF/MAPKinase 
 
 

La voie RAS/RAF/MAPKinase est située en aval des RTK, et particulièrement en aval 

de l’EGFR (38). Il s’agit d’une des principales voies de prolifération cellulaire qui joue un 

rôle clef dans la régulation de nombreuses fonctions cellulaires, dont la croissance cellulaire, 

l’apoptose, la différenciation, l’inflammation mais aussi la réponse au stress environnemental 

(59, 97). Cette voie de signalisation fait intervenir de nombreuses kinases dont le recrutement 

conduit à l’activation de facteurs de transcription. 

L’activation d’un récepteur à activité tyrosine kinase, situé en amont de la voie, entraine le 

recrutement d’une protéine adaptatrice possédant un domaine SH2, la protéine Grb2. Cette 

protéine est ensuite recrutée par la protéine SOS1 (Son of sevenless homolog 1). La protéine 

SOS1, une fois activée, phosphoryle alors une petite protéine G, la protéine RAS. RAS 

entraine alors une cascade de phosphorylation qui permet la transduction intracellulaire du 

signal. Elle recrute la protéine RAF (Rapidly Accelerated Fibrosarcoma)  qui est alors 

phosphorylée. RAF phosphoryle ensuite la protéine MEK (Mitogen-activated Extracellular 

signal regulated Kinase-activating kinase) qui phosphorylera à son tour la protéine ERK 

(Extracellular signal-Regulated Kinase). Cette cascade de phosphorylation aboutit à 

l’activation de facteur de transcription, gouvernant la transcription de nombreux gènes 

nécessaires à la réplication de l’ADN et à la mitose (Figure 8) (38, 40, 98-101).  Cette voie a 

suscité de nombreux travaux ces 20 dernières années, et tout comme pour la voie 

PI3K/AKT/mTOR, de nombreuses altérations oncogéniques ont été mises en évidence (38). 

On retrouve une activation anormale de cette voie dans de nombreux cancers et notamment 

dans les tumeurs du sein (101), justifiant l’intérêt d’étudier ses différents effecteurs comme 

des cibles potentielles de nouvelles thérapeutiques dans cette maladie.   

Ces deux voies initialement décrites comme des voies de signalisation linéaires présentent en 

réalité de multiples points de convergence et sont interconnectées à de nombreux niveaux ce 

qui leurs permet de se réguler mutuellement. Elles convergent notamment au niveau de la 

protéine RAS (Figure 8) (102, 103). 
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V.3.2.1.  La P38MAPKinase 
 

 

 La  P38MAPkinase appartient à la famille des MAPKinases. Il existe 4 isoformes de 

cette phosphoprotéine, la P38 α, , , . La P38 α est l’isoforme la mieux caractérisée et la 

plus abondante. Elle est exprimée dans la plupart des types cellulaires et présente une grande 

variabilité interindividuelle comparativement aux autres (104-106). Les différentes isoformes 

présentent une homologie de 60%. Elles diffèrent les unes des autres par leur mode 

d’expression et leur distribution tissulaire. Elles sont de plus activées par des kinases 

distinctes et entrainent l’activation de cibles spécifiques (104, 107-109). Cette famille de 

kinase joue un rôle essentiel dans la régulation de la prolifération cellulaire, de la 

différenciation, de l’apoptose, ainsi que dans la réponse à l’inflammation et au stress (107, 

110).  

La voie de la P38MAPKinase peut être activée par divers stimuli, parmi lesquels figurent 

notamment de nombreux facteurs de croissances, des cytokines pro-inflammatoires ainsi que 

des agents pathogènes. L’activation des P38MAPKinases dépend du stimulus mais également 

du type cellulaire (Figure 13) (107, 108, 111).  

Cette famille peut être divisée en 2 groupes avec d’un coté la P38 α, et la P38 β qui présentent 

75% d’homologie et de l’autre la P38 δ et la P38γ qui sont homologues à 70% (104). P38 est 

un point de convergence de différentes voies de signalisation, son implication dans le 

processus de tumorigenèse est de ce fait très complexe et de plus variable selon les isoformes.  

 

Une augmentation de l’activité de la P38MAPKinase a été mise en évidence dans plusieurs 

types de cancers dont notamment les cancers du sein, les cancers de la face et du cou, les 

lymphomes et les gliomes (106, 112). Un niveau d’expression élevé de la P38MAPKinase a 

été retrouvé dans certaines tumeurs mammaires et a été défini comme facteur de mauvais 

pronostic (106). Il a également été mis en évidence l’impact de P38 et de son niveau 

d’expression sur le pouvoir invasif et métastatique de la tumeur via le système du 

plasminogène (113). Des études démontrent, quant à elles, une corrélation entre son 

expression et le statut de HER2 et expliquent également son implication dans la résistance au 

traitement par tamoxifène (114).  
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On note également qu’une expression de sa forme phosphorylée est retrouvée dans 20% des 

cancers mammaires primaires et que cette forme est un marqueur de mauvais pronostic dans 

les tumeurs HER2- avec métastases ganglionnaires (115).  

Bien que les mécanismes de tumorigenèse impliquant la P38 ne soient pas encore totalement 

élucidés, on sait que cette kinase joue un rôle fondamental dans la prolifération cellulaire ce 

qui justifierait le développement d’inhibiteurs de P38.  

 

 

 

 

Figure 13: La voie de signalisation des MAPKinases (d'après (112)) 
La P38MAPKinase peut être activée par plusieurs MAPKinases. Il s’agit d’un point de convergence de plusieurs 
voies de signalisation.  
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VI.   Stratégie thérapeutique pour la prise en charge du cancer du sein 
 

 Le cancer du sein est un cancer très hétérogène ce qui rend sa prise en charge 

complexe.  Le choix du traitement était à la base fonction de l'âge de la patiente, de la taille de 

la tumeur, et de la présence ou non d'un envahissement ganglionnaire. L'essor de la biologie 

moléculaire a permis de mieux caractériser les tumeurs et ainsi d'affiner leur classification. 

Les caractéristiques moléculaires de la tumeur font désormais partie intégrante des critères 

nécessaires à la décision thérapeutique et viennent s'ajouter aux paramètres cliniques et 

histologiques. Il existe donc un grand nombre de protocoles thérapeutiques dont le choix est 

fonction de la situation clinique et des caractéristiques moléculaires de la tumeur. Le 

développement de la médecine personnalisée avec l'apparition de nombreuses thérapies 

ciblées est venu renforcer l'arsenal thérapeutique déjà disponible pour le traitement de ce 

cancer. Les différents types de traitements du cancer du sein actuellement disponibles sont la 

chirurgie, la radiothérapie, la chimiothérapie conventionnelle utilisant les médicaments 

cytotoxiques, l’hormonothérapie qui représente le premier traitement ciblé utilisé dans le 

cancer du sein, et enfin les thérapies ciblées proprement dites comprenant les anticorps 

monoclonaux et les inhibiteurs de kinases.  

 

VI.1.    Hormonothérapie et thérapies ciblées  

VI.1.1.  L’hormonothérapie 
 
 L’hormonothérapie est prescrite en cas d’expression d’un des deux récepteurs 

hormonaux (RH) par la tumeur (récepteurs aux œstrogènes (RE) et/ou à la progestérone 

(RP)). Le statut des récepteurs hormonaux est évalué par immunohistochimie (IHC) à partir 

d’une biopsie ou d’une pièce opératoire de la tumeur. Les cancers hormono-dépendants 

représentant 80% des cancers du sein, l’hormonothérapie est donc le traitement le plus 

répandu des carcinomes mammaires (116). Ce traitement doit être poursuivi pendant une 

durée de 5 ans. On distingue deux types de molécules: les anti-œstrogènes et les inhibiteurs de 

l'aromatase (IA).  
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VI.1.1.1.  Les anti-œstrogènes 
 

Il existe deux types d’anti-œstrogènes: 

 

 Les SERMs (Selective Estrogen Receptor Modulators) qui ont pour chef de file le 

tamoxifène (NOLVADEX®). Ce sont des  inhibiteurs compétitifs  de la liaison de l’œstradiol 

à ses récepteurs (Figure 14).   

 

Le tamoxifène est indiqué, soit en traitement adjuvant en prévention des récidives, soit pour le 

traitement des formes évoluées avec progression locale et/ou métastatique, principalement 

chez la femme non ménopausée. Il peut cependant être prescrit chez la femme ménopausée en 

cas de contre-indication ou d’intolérance à un traitement par inhibiteurs de l’aromatase (IA) 

(117-122).  

Les doses recommandées sont, pour le traitement adjuvant, de 20 mg par jour en une ou deux 

prises et pour le traitement des formes évoluées, de 20 à 40 mg également en une ou deux 

prises (122).  

Nous retrouvons également le torémifène (FARESTON®) qui lui est indiqué en première 

intention en cas de cancer du sein métastatique hormono-sensible chez la femme ménopausée. 

La dose journalière recommandée est de 60 mg (123, 124).  

 

Les effets indésirables retrouvés avec ces anti-œstrogènes sont principalement des bouffées de 

chaleur, des sueurs, des œdèmes, une prise de poids, des saignements vaginaux, des 

leucorrhées, un prurit vulvaire en rapport avec l’effet anti-œstrogène, une fatigue, un rash, des 

réactions allergiques, des nausées, des dépressions mais également un risque d’accidents 

thromboemboliques veineux et des troubles visuels (122, 124). Des cancers de l’endomètre et 

des sarcomes utérins ont également été recensés. 

Le tamoxifène entraine également une hypertriglycéridemie et des pancréatites (120, 122). 

Le torémifène entraine, quant à lui, un allongement de l’intervalle QT dose-dépendant ce qui 

nécessite une surveillance particulière (124).  
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  Les SERDs (Selective Estrogen Receptor Down regulation) entrainent une dégradation par 

le protéasome des récepteurs œstrogéniques α induisant l’arrêt de la prolifération et l’apoptose 

des cellules cancéreuses hormonodépendantes. La molécule commercialisée en France est le 

fluvestrant (FASLODEX®) (121, 125).  

Il s’agit d’une forme intramusculaire, indiquée en deuxième intention pour les cancers du sein 

localement avancés ou métastatiques chez la femme ménopausée, RE+, en cas de récidives ou 

de progression pendant ou après un traitement adjuvant par un anti-œstrogène. 

 

 La posologie recommandée est de 500 mg une fois par mois avec une dose supplémentaire 2 

semaines après la dose initiale. Il s’administre à raison de 2 injections consécutives de 250 mg 

dans le muscle fessier (une injection de chaque côté) (126). 

 

Parmi les effets indésirables fréquemment retrouvés lors de l’administration de fluvestrant, 

nous pouvons citer les réactions au point d’injection, l’asthénie, les nausées, l’anorexie, mais 

aussi des bouffées de chaleur, des accidents thromboemboliques veineux, des réactions 

d’hypersensibilité ainsi que des affections hépatobiliaires (126).  

 

VI.1.1.2.  Les inhibiteurs de l'aromatase 
 

Ce sont des inhibiteurs sélectifs de l’aromatase. L’aromatase étant responsable de la 

production d’œstrogènes à partir des androgènes produits par les glandes surrénales, son 

inhibition permet la diminution de la synthèse œstrogénique. On distingue deux types 

d’inhibiteurs de l'aromatase: les inhibiteurs de l'aromatase stéroïdiens et les non stéroïdiens 

(Figure 14) (127). 

Il existe un inhibiteur de l'aromatase stéroïdien, l’exemestane (AROMASINE®) et 2 non 

stéroïdiens, le letrozole (FEMARA®) et l’anastrozole (ARIMIDEX®) (121, 128).  

 

 Les inhibiteurs de l'aromatase non stéroïdiens triazolés (inhibition non 

compétitive): anastrozole et letrozole 

 

Ils sont indiqués chez les femmes ménopausées présentant un cancer du sein avancé ou 

invasif à un stade précoce à récepteurs hormonaux positifs ou chez la femme en pré-
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ménopause  présentant un cancer du sein invasif à un stade précoce, RH+, précédemment 

traité pendant 2 ou 3 ans par le tamoxifène. 

Le letrozole peut également être prescrit dans les cas de cancers avancés de la femme 

ménopausée, après rechute ou progression de la maladie précédemment traitée par anti-

œstrogènes et également en néoadjuvant pour les cancers RH+/HER2- quand la chirurgie 

d’emblée n’est pas possible.   

L’anastrozole s’administre par voie orale à la dose de 1 mg une fois par jour et le letrozole  en 

une prise quotidienne de 2.5 mg au cours ou en dehors des repas (129, 130).  

 
 

 Les inhibiteurs de l'aromatase stéroïdiens (liaison covalente irréversible): 

exemestane  

 

L’aromasine est indiqué en traitement adjuvant des cancers du sein invasifs à un stade 

précoce, RE+, chez les femmes ménopausées en relais d’un traitement initial de 2 à 3 ans par 

le tamoxifène ou en deuxième intention dans le traitement du cancer du sein avancé chez la 

femme ménopausée après échec d’un  traitement par anti-œstrogènes.  

La posologie est d’un comprimé à 25 mg une fois par jour de préférence après un repas (131).  

 

Les inhibiteurs de l'aromatase entrainent des effets indésirables à type de bouffées de chaleur, 

hypersudation, sécheresse vaginale, raréfaction des cheveux, mais aussi des troubles digestifs, 

une asthénie, des arthralgies, des éruptions cutanées, des modifications du bilan lipidique et 

hépatique et des saignements vaginaux.  

 

Les inhibiteurs de l'aromatase non stéroïdiens entrainent une diminution du taux d’œstrogène 

circulant aboutissant à une diminution de la densité minérale osseuse et à un risque accru de 

fracture (127). Un bilan ostéodensitométrique préalable est nécessaire et un traitement 

préventif de l’ostéoporose pourra éventuellement être mis en place.  

Ils sont également responsables d’une augmentation du cholestérol total justifiant un bilan 

lipidique en cas de facteurs de risques cardiovasculaires (129-132).  

Le Tableau III résume les protocoles thérapeutiques utilisés en fonction du statut ménopausal 

des femmes atteintes d’un cancer du sein hormonodépendant.  
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Tableau III: Hormonothérapie en fonction du statut ménopausal des femmes atteintes d’un cancer du sein 
hormonodépendant 

Femmes non ménopausées Femmes en pré-ménopause 

(après aménorrhée définitive) 

Femmes ménopausées 

-Tamoxifène 

 5 ans  

-Tamoxifène  

 Pendant 2 ou 3 ans 

 Relais par inhibiteur de 

l'aromatase pendant 2 ou 3 ans  

 Cancers N+ ou N- (avec ou 

sans atteinte ganglionnaire) de 

mauvais pronostic  

-Inhibiteurs de l'aromatase 

-Tamoxifène pendant 2 ou 3 

ans puis inhibiteur de 

l'aromatase pendant 2 ou 3 

ans et inversement si 

intolérance  

- Tamoxifène pendant 5 ans 

suivi par inhibiteur de 

l'aromatase pendant 2,5 ans si 

N+ ou N-  de mauvais 

pronostic  

 
 

 
 

Figure 14: Mécanismes d'action des anti-œstrogènes et des inhibiteurs de l’aromatase (d’après (133)) 
Les anti-œstrogènes agissent par inhibition compétitive au niveau des récepteurs aux œstrogènes tandis que les 
inhibiteurs de l’aromatase inhibent la synthèse des œstrogènes à partir des androgènes. 
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VI.1.2.  Les thérapies ciblées 
 
VI.1.2.1.  Les anticorps monoclonaux  
 
 
 
 L'apparition des anticorps (Ac) monoclonaux est une révolution thérapeutique de la 

prise en charge anticancéreuse. Ils sont constitués de deux fragments Fab (Fragment antibody 

binding) complémentaires de l’antigène (différents d’un anticorps à l’autre) et d’un fragment 

constant (identique pour tous les Ac d’une même espèce) permettant la fixation sur les 

récepteurs membranaires (Figure 15). Ces Ac sont hautement spécifiques de la cible. Il existe 

différents types d’Ac monoclonaux utilisés en clinique. Une nomenclature internationale qui 

utilise des suffixes spécifiques permettant de reconnaitre l’origine et la source de l’Ac, 

précédés d’une syllabe indiquant la cible thérapeutique a été adoptée. On distingue les 

anticorps murins (suffixe « omab »), les Ac chimériques (suffixe ximab), les Ac humanisés 

(suffixe « zumab ») et les Ac humains (suffixe « mumab ») qui ont l’avantage d’être 

beaucoup moins immunogènes.  

 

 

 

             
Figure 15: Structure d'un Anticorps Monoclonal de type IgG. D’après Hansel TT et al . (134) 

Les Ac monoclonaux sont constitués de 4 chaînes polypeptidiques: 2 chaînes légères et 2 chaînes lourdes. Les 
deux extrémités correspondent à la partie variable tandis que le reste de la molécule correspond à la région 
constante. Les Fab sont les sites de liaison à l’antigène. Les CDR sont des régions hypervariables situées sur les 
Fab, ils déterminent la complémentarité de l’antigène avec l’anticorps.   
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VI.1.2.1.2.  Trastuzumab (HERCEPTIN®)  
 
 

 

 Premier traitement anti-HER2 commercialisé, le trastuzumab a obtenu son autorisation 

de mise sur le marché en août 2000 et marque une avancée majeure dans la prise en charge 

des cancers du sein surexprimant HER2.  

Il s’agit d’un anticorps monoclonal humanisé recombinant de type IgG1 (immunoglobuline 

G1) dirigé contre le domaine extracellulaire des récepteurs à activité tyrosine kinase HER2 

(27). Il se fixe plus précisément au sous-domaine IV du domaine extracellulaire de HER2, 

bloquant ainsi la signalisation cellulaire en aval de ce dernier ce qui inhibe la progression du 

cycle cellulaire et entraine la suppression de la signalisation anti-apoptotique des voies 

PI3K/AKT/mTOR (135). La diminution de l’activation des voies de signalisation en aval de 

ce récepteur est due à l’internalisation du récepteur et à sa dégradation par un système 

d’enzymes protéolytiques (136).  

 

Le trastuzumab présente également un mécanisme d’action immunologique de type ADCC 

(Antibody-Dependant Cell-mediated Cytotoxicity), cytotoxicité à médiation cellulaire 

dépendante des anticorps (Figure 16). L’interaction du fragment Fc de cette IgG avec le 

domaine Fcγ du récepteur des cellules immunitaires de type cellules Natural Killer (NK), 

monocytes, macrophages conduit à l’activation de ces cellules et donc à la lyse des cellules 

tumorales (48, 136-138).  

 

Le trastuzumab possède une activité additive ou synergique avec les cytotoxiques notamment 

avec les sels de platine et les taxanes (27, 139).  
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Figure 16: Mécanismes d'action du trastuzumab. D’après Hudis et al. (48) 

Le trastuzumab présente différents mécanismes d’action. Sa fixation sur HER2 inhibe l’activation des voies de 
signalisation en empêchant le clivage protéolytique du domaine extracellulaire de HER2 et en bloquant la 
dimérisation des récepteurs. Il présente également un mécanisme d’action immunologigue de type ADCC.  
 
 
 
Cet anticorps est indiqué pour le traitement des tumeurs surexprimant HER2. En situation 

métastatique, on l’utilise en monothérapie ou en association avec les taxanes (paclitaxel ou 

docetaxel), ou avec les inhibiteurs de l’aromatase selon le type de tumeur.  

Il est également utilisé à un stade précoce, après la chirurgie, la chimiothérapie adjuvante 

(doxorubicine et cyclophosphamide en association avec un taxane) ou néoadjuvante et après  

la radiothérapie, ou en association avec une chimiothérapie adjuvante à base de docetaxel et 

carboplatine, ou avec une chimiothérapie néoadjuvante suivi d’un traitement adjuvant avec 

trastuzumab  pour les tumeurs localement avancées ou les tumeurs mesurant plus de 2 cm de 

diamètre (140). 

 

La dose de charge est de 8 mg/kg à la semaine 1 en perfusion intraveineuse (IV) de 90 

minutes, puis 6 mg/kg toutes les 3 semaines pendant 60 à 90 minutes (diminution de la durée 

de la perfusion en fonction de la tolérance de la première administration, possibilité 

d’administration en 30 minutes si bonne tolérance). Le trastuzumab peut également être 

administré en hebdomadaire à la dose de 4 mg/kg  pendant 90 minutes la première semaine 

puis 2 mg/kg pendant 60 minutes les semaines suivantes.  
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En raison d’un risque de survenue de choc anaphylactique, et d’autres événements 

indésirables à type d’hypersensibilité,  fièvre, frissons, et d’hypertension, une surveillance de 

6 heures après la première perfusion et une surveillance de 2 heures après les autres 

perfusions est nécessaire. Le trastuzumab est administré pendant un an soit 52 semaines ou 18 

injections.  

Le trastuzumab présente une toxicité cardiaque importante (hypertension artérielle, infarctus, 

angor), justifiant un bilan cardiaque avec notamment mesure de la fraction d’éjection 

ventriculaire gauche, avant toute administration, puis tous les 3 mois pendant le traitement, et 

tous les 6 mois après arrêt du traitement. Cette surveillance doit être poursuivie jusqu'à 24 

mois après la dernière administration, ou pendant 5 ans en cas d’association aux 

anthracyclines en néoadjuvant. Ce médicament peut également être responsable de troubles 

pulmonaires à type de bronchospasme ou de dyspnée (140).  

L’arrivée sur le marché de cette thérapie ciblée a considérablement amélioré la prise en 

charge des patientes atteintes d’un cancer du sein surexprimant HER2 en améliorant de façon 

significative la survie sans progression et la survie globale des patientes et donc le pronostic 

associé à ces tumeurs (48).   

Dans certains cas, on constate cependant un échappement au traitement par trastuzumab, du 

notamment à la présence de mutations activatrices du gène PIK3CA au niveau des voies de 

signalisation (77, 141, 142). Ces mutations sont responsables d’une hyperactivation de la voie 

PI3K en aval des récepteurs entrainant une diminution de l’efficacité du trastuzumab.   

 

Une formulation sous-cutanée du trastuzumab a récemment été développée, permettant de  

réduire la durée de l’administration et d’améliorer le confort des patientes. Cette forme sous-

cutanée contient une hyaluronidase qui en hydrolysant transitoirement l’acide hyaluronique, 

va permettre de diminuer la viscosité de la matrice sous cutanée et donc permet 

l’administration d’un volume plus important et facilite la diffusion systémique du produit. 

L’étude HANNAH a montré la non infériorité du trastuzumab sous-cutané (SC) par rapport au 

trastuzumab intraveineux (IV) (143). La solution de trastuzumab SC est prête à l’emploi. Ce 

produit devra être administré toutes les 3 semaines à la dose fixe de 600 mg/5 ml quelque soit 

le poids de la patiente. L’injection devra être réalisée en 2 à 5 minutes dans la cuisse (en 

alternant de côté à chaque injection). Une surveillance d’au moins 6 heures sera nécessaire 

lors de la première administration et une surveillance de 2 heures pour les administrations 

suivantes (144).  
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VI.1.2.1.3.   Pertuzumab (PERJETA®) 
 

Le pertuzumab est un anticorps monoclonal humanisé de type IgG1 ciblant un épitope 

spécifique du récepteur HER2, impliqué dans le processus de dimérisation des récepteurs. Sa 

fixation empêche l’hétérodimérisation ligand-dépendante d’HER2 avec les autres récepteurs 

de la famille HER et notamment sa dimérisation avec HER3. Ceci entraine alors l’inhibition 

des voies de signalisation RAS/RAF/MAPKinase et PI3K/AKT/mTOR ce qui conduit à un 

arrêt de la prolifération cellulaire et à l’apoptose. Ce mécanisme d’action est complémentaire 

de celui du trastuzumab qui se fixe sur un épiptope différent de HER2. Leur association 

entraine donc un double blocage du récepteur (Figure 17).  

Le pertuzumab, tout comme le trastuzumab présente également un mécanisme d’action 

immunologique de type ADCC, cytotoxicité à médiation cellulaire dépendante des anticorps 

(137, 145).  

Le pertuzumab a obtenu son AMM en mars 2013 suite aux résultats de l'étude de phase III 

CLEOPATRA, étude randomisée, multicentrique, en double aveugle contrôlée, comparant 

l’efficacité de l' association placebo/trastuzumab/docetaxel à celle de l'association 

pertuzumab/trastuzumab/docétaxel chez des patientes présentant un cancer du sein 

métastatique ou localement récidivant non résécable, HER2+, qui a mis en évidence une 

amélioration statistiquement significative de la survie sans progression (gain de 6,1 mois) 

dans le groupe traité avec le pertuzumab (146, 147).  

 

Le pertuzumab doit être administré à la dose de charge de 840 mg en perfusion intraveineuse 

de 60 minutes suivie toutes les 3 semaines d’une perfusion de 30 à  60 minutes  à la dose 

d’entretien de 420 mg. Au cours de la première administration, une surveillance d’une heure 

après la perfusion est nécessaire, pour les administrations ultérieures la surveillance sera de 30 

à 60 minutes après l’arrêt de la perfusion. Les médicaments doivent être administrés de façon 

séquentielle, le pertuzumab avant ou après le trastuzumab et le docétaxel après 

l’administration des 2 anticorps monoclonaux.  

 

Les principaux effets indésirables dus à la prise de pertuzumab sont les diarrhées, l’alopécie, 

les neutropénies fébriles, des réactions d’hypersensibilité (syndrome de relargage des 

cytokines), des mucites, ainsi que des réactions à la perfusion. L’ajout du pertuzumab entraine 

également un risque d’exacerbation des neutropénies induites par le docétaxel mais aussi des 

dysfonctions ventriculaires gauches et moins fréquemment des pneumopathies interstitielles. 
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L’ajout du pertuzumab à l’association trastuzumab + docetaxel n’a cependant pas montré de 

surtoxicité majeure par rapport au trastuzumab associé seul au docetaxel (148, 149). 

 

 
Figure 17: Sites de fixation du trastuzumab et du pertuzumab (D’après documents GSK Oncologie) 

Le trastuzumab se lie au domaine IV du domaine extracellulaire du récepteur HER2 alors que le pertuzumab se 
lie au domaine II. 
 
 
 
VI.1.2.1.4.   Bévacizumab (AVASTIN®) 
 
 

 Le bévacizumab est un anticorps monoclonal recombinant humanisé anti-VEGF. Il 

inhibe la fixation du VEGF à ses récepteurs FLT-1 (FMS-like Tyrosine kinase-1 ou VEGFR-

1) et KDR (Kinase insert Domain protein Receptor ou VEGFR-2) au niveau des cellules 

endothéliales et a donc une  action anti-angiogénique (Figure 18). Il est indiqué dans le 

traitement de première ligne du cancer du sein métastatique en association au paclitaxel ou au 

docetaxel. Cet anticorps monoclonal a obtenu son AMM pour le traitement du cancer du sein 

en mars 2007.  

Il est également indiqué en première ligne, en association à la capécitabine dans le traitement 

des cancers du sein métastatiques pour lesquels un traitement incluant des taxanes  ou des 

anthracyclines ne peut être envisagé. Les patientes ayant reçu un traitement à base de taxanes 

et d'anthracyclines en situation adjuvante au cours des 12 derniers mois ne peuvent recevoir 

un traitement associant le bévacizumab à la capécitabine (150, 151). 
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Figure 18: Mécanisme d'action du Bévacizumab. D’après (152) 

Le bévacizumab est un anticorps monoclonal recombinant humanisé anti-VEGF. Il agit en inhibant la fixation de 
VEGF à ses récepteurs. 
 

Le bévacizumab doit être administré à la dose de 10 mg/kg une fois toutes les 2 semaines ou à 

la dose de 15 mg/kg, une fois toutes les 3 semaines, en perfusion intraveineuse. La dose 

initiale doit être administrée en perfusion intraveineuse de 90 minutes. La durée de la 

perfusion pourra être réduite à 60 minutes puis à 30 minutes pour les autres administrations si 

aucun problème de tolérance n’est observé. Le débit de perfusion sera adapté à la tolérance. 

Le bévacizumab doit être administré après les cytotoxiques. 

 

Comme toute substance active, cette molécule présente des effets indésirables. Les plus 

fréquemment rencontrés sont des perforations gastro-intestinales, des hémorragies, des 

thromboembolies artérielles, ainsi que des leuconeutropénies, des cas d'hypertension 

artérielle, une protéinurie, un retard de cicatrisation, et des insuffisances cardiaques 

congestives.  

Un traitement ne pourra être débuté en cas d'hypertension artérielle non contrôlée et 

d'antécédents cardio-vasculaires datant de moins de 6 mois. Avant tout traitement, il est 

nécessaire de vérifier que la protéinurie est inférieure à 2 g/ 24H et qu'il  n'y a pas de signe 

hémorragique. En raison du risque hémorragique, un délai de 28 jours  au moins entre une 

chirurgie et le début du traitement devra être respecté ainsi qu'un délai de 10 jours entre l'arrêt 

d'un traitement par anticoagulants ou par aspirine à une dose supérieure à 325 mg/j (150).  
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VI.1.2.1.5.   T-DM1: trastuzumab emtansine (KADCYLA®) 
 

 Le T-DM1 résulte de la conjugaison du trastuzumab à un composé cytotoxique, 

inhibiteur de la polymérisation des microtubules dérivé de la maytansine, le DM1. Les 2 

molécules sont associées par un agent de liaison (agent de liaison+DM1= emtansine) (Figure 

19). Le T-DM1 se lie aux récepteurs HER2 à la surface de la cellule cancéreuse, il est ensuite 

internalisé par un mécanisme d'endocytose et relargue le DM1 à l’intérieur de la cellule par 

dégradation lysosomale. Le DM1 se lie aux microtubules et inhibe leur polymérisation, ce qui 

provoque un arrêt du cycle cellulaire et la mort cellulaire (Figure 20). L'intérêt de cette 

association est d’améliorer l'efficacité du traitement en conjuguant l'activité ciblée anti-HER2 

du trastuzumab à un effet cytotoxique de type antimitotique, tout en limitant la toxicité. 

L'effet cytotoxique touche spécifiquement les cellules tumorales surexprimant HER2 et 

épargne les cellules saines contrairement à un traitement cytotoxique standard.   

L'étude multicentrique randomisée de phase III, EMILIA, comparant l'efficacité et la toxicité 

du T-DM1 à celles de l'association capécitabine-lapatinib chez des patientes atteintes d’un 

cancer du sein HER2+, localement avancé, non résécable, métastatique, traitées en première 

ligne par trastuzumab associé à un taxane, a mis en évidence une efficacité supérieure 

(amélioration de la médiane de la survie sans progression de 3,2 mois et de la médiane de la 

survie globale de 5,8 mois) et une toxicité moins importante du T-DM1(153).  

 

Le T-DM1 est indiqué, depuis novembre 2013, en monothérapie chez les patientes présentant 

un cancer du sein HER2+, localement avancé, non résécable ou métastatique, ayant 

précédemment reçu un traitement à base de trastuzumab et de taxane, séparément ou en 

association. 

La posologie recommandée est de 3,6 mg/kg en perfusion IV toutes les 3 semaines jusqu'à 

progression ou survenue d'une toxicité inacceptable. La première injection se fera en une 

perfusion de 90 minutes avec une surveillance pendant au moins 90 minutes après la fin de la 

perfusion (surveillance de la survenue d'éventuels effets indésirables à type de fièvre, frissons, 

réactions liées à la perfusion). Si cette première administration est bien tolérée, les suivantes 

pourront se faire en 30 minutes avec une surveillance de 30 minutes à partir de la fin de la 

perfusion. Un kit d'urgence doit être mis à disposition lors de l'administration.  

La prise de T-DM1 peut entrainer une toxicité pulmonaire à type de pneumopathie 

interstitielle diffuse, une hépatotoxicité avec élévation des transaminases et de la bilirubine, 

justifiant la nécessité d'une surveillance hépatique avant l'initiation du traitement et avant 
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chaque administration. Il est également responsable d'une toxicité cardiaque, avec diminution 

de la fraction d'éjection ventriculaire gauche nécessitant un bilan cardiaque avant tout 

traitement et une surveillance régulière tout au long de celui-ci. Le T-DM1 est de plus embryo 

et foetotoxique. D'autres effets indésirables à type de nausées, fatigue, réaction 

d'hypersensibilité,  réaction à la perfusion, thrombocytopénie, neuropathie périphérique ont 

également été rapportés (154).  

 
Figure 19: T-DM1: Trastuzumab couplé à un agent cytotoxique (D’après Illustration Roche Pharma).  
Le T-DM1 est constitué de trastuzumab conjugué (à l’aide d’un agent de liaison) à un composé cytotoxique 

dérivé de la maytansine, le DM1. 
 

 
Figure 20: Mécanisme d'action du T-DM1 (D’après Pierga et al.). 

Le T-DM1 se fixe au récepteur HER2. Suite à cette liaison, le T-DM1 est internalisé par le biais du  
récepteur. Il y a ensuite une dégradation lysosomale conduisant à la libération intracellulaire de l’emtansine qui 
va alors exercer son effet antimitotique.  
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VI.1.2.3.  Les inhibiteurs de kinase  
 
 

Les inhibiteurs de kinase sont de petites molécules inhibant l’activité TK des 

récepteurs par compétition avec l’ATP. Ils entrainent l’inhibition intracellulaire de la 

phosphorylation de la tyrosine et donc l’inhibition de la transduction du signal en aval. Ces 

molécules sont spécifiques de leurs cibles. Elles ont l’avantage d’avoir un poids moléculaire 

faible ce qui leurs permet d’atteindre plus facilement les tumeurs mais aussi d'avoir une 

formulation galénique rendant possible l'administration par voie orale.  

 

VI.1.2.3.1.     Lapatinib (TYVERB®) 

 

 Le lapatinib est un double inhibiteur de tyrosine kinase qui se fixe sur les sites 

intracellulaires des récepteurs HER1 et HER2. Cette fixation lentement réversible bloque la 

phosphorylation et donc l’activation des récepteurs entrainant l’inhibition de la signalisation 

cellulaire située en aval et notamment la signalisation dépendante des voies 

RAS/RAF/MAPKinase et PI3K/AKT/mTOR (Figure 21) (155, 156). Le lapatinib entraine 

également une régulation négative de la survivine ainsi que de la protéine XIAP (X-linked 

inhibitor of apoptosis), qui sont toutes deux des protéines inhibant l’apoptose. L’inhibition de 

la survivine se fait via la voie PI3K (157).  

 

Le lapatinib est indiqué en association avec la capécitabine dans le traitement du cancer du 

sein avancé ou métastatique surexprimant HER2, en deuxième intention après un traitement 

par anthracycline associée à un taxane et au trastuzumab. Il est également utilisé en 

association avec un inhibiteur de l'aromatase chez la femme ménopausée présentant un cancer 

du sein RH+ pour lequel la chimiothérapie n’est pas envisagée. Il peut enfin être associé au 

trastuzumab en situation métastatique, pour les tumeurs en progression, RH- traitées 

précédemment par le trastuzumab associé à une chimiothérapie (158).   

 

 

 

 

 

 



 

51 
 

Ce médicament garde une activité significative sur les lignées de cellules tumorales exposées 

au trastuzumab, suggérant une absence de résistance croisée entre ces deux molécules (65).  

 

 

 
Figure 21: Mécanisme d'action du Lapatinib (D’après cours Harlé. A.)  

Le lapatinib est un inhibiteur de tyrosine kinase se fixant sur les sites intracellulaires des récepteurs HER1 et 
HER2 bloquant ainsi l’activation des récepteurs et donc la signalisation cellulaire en aval.  
 
 

Le lapatinib s’administre par voie orale à la posologie de 1 250 mg (soit 5 comprimés) 

lorsqu’il est associé à la capécitabine, à la posologie de 1 000 mg (soit 4 comprimés) en 

association au trastuzumab et enfin à la posologie de 1 500 mg (soit 6 comprimés) lorsqu’il 

est associé à un inhibiteur de l’aromatase. Quelque soit l’association, il s’administre toujours 

en une prise par jour, en continu et en dehors des repas. Au vu de sa toxicité, la prise de 

lapatinib nécessite un bilan cardiaque ainsi qu’un bilan hépatique. Cette molécule est 

également responsable de diarrhées et d’une toxicité cutanée à type de rash, de sécheresse et 

de syndrome mains-pieds.  

Il est de plus métabolisé par le cytochrome P450 3A4 et entraine de nombreuses interactions 

médicamenteuses (158).  

 

 

 

 

 

 

Inhibiteur de 
tyrosine kinase 
 Lapatinib 
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VI.1.2.3.2. Everolimus (AFINITOR®) 

 

L’évérolimus ou le 40-O-(2-hydroxyéthyl)-rapamycine est un analogue de la 

rapamycine, molécule initialement développée comme antifongique et immunosuppresseur 

avant que ses propriétés anti-prolifératives ne soient découvertes (159). Il s’agit d’un 

inhibiteur sélectif de la protéine mTOR, une sérine thréonine kinase située en aval de la voie 

PI3K/AKT/mTOR (160, 161), et impliquée dans la progression des cellules de la phase G1 à 

la phase S. Il cible spécifiquement le complexe de transduction du signal mTOR-Raptor1 

(mTORC1). Son activité antiproliférative provient de sa fixation à l’immunophiline FKBP-12 

(FK506-binding protein 12). Le complexe FKBP-12/Evérolimus se lie alors à mTOR et 

bloque la transduction du signal en aval de mTOR (Figure 22). L’évérolimus possède des 

propriétés anti-tumorales et antiangiogéniques. Il permet l’inhibition de la prolifération et de 

la croissance cellulaire, la diminution de l’angiogenèse tumorale et inhibe le métabolisme  

cellulaire (162, 163). Des études ont mis en évidence que les inhibiteurs de mTOR étaient 

actifs sur les cellules résistantes au trastuzumab (141, 164).   

 

 
Figure 22: Mécanisme d'action de l'évérolimus. D’après (165) 

L’évérolimus est un inhibiteur sélectif de la sérine thréonine kinase mTOR. L’évérolimus se lie à FKBP-12 
formant un complexe qui inhibe le m-TOR complex-1(m-TORC-1) entrainant le blocage de la signalisation 
cellulaire en aval.  
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Cette molécule initialement indiquée dans le cancer du rein avancé ainsi que dans les 

tumeurs neuroendocrines d’origine pancréatique a obtenu le 3 avril 2013 une extension 

d’AMM. Elle est depuis indiquée également dans le cancer du sein avancé avec récepteurs 

hormonaux positifs, HER2-, en association avec l’exemestane, chez les femmes ménopausées 

sans atteinte viscérale symptomatique des récidives ou progression de la maladie et 

précédemment traitées par un inhibiteur non-stéroïdien de l’aromatase (extension d’AMM 

suite aux résultats de l’étude BOLERO 2 montrant une augmentation significative de la survie 

sans progression dans le bras de traitement évérolimus + exemestane comparativement au 

bras exemestane seul) (166).  

L’Evérolimus est administré par voie orale, en une prise de 10 mg le matin, à jeun ou après un 

repas sans matières grasses.  

Sa prise peut entrainer des pneumopathies non infectieuses, une insuffisance rénale aigue, et 

exposer, en raison de ses propriétés immunosuppressives, à un risque accru d’infections. La 

surveillance de l’apparition d’éventuels signes d’infections est nécessaire. En cas de 

syndrome infectieux, une prise en charge médicamenteuse doit être rapidement mise en place 

et l’arrêt temporaire ou définitif de l’évérolimus est envisagé. Des réactions d’hypersensibilité 

ont été répertoriées.  

Cette molécule expose également à un risque d’ulcérations buccales à  type de stomatites, 

d’aphtes et de mucites et entraine un retard de cicatrisation (166).   

Les différents mécanismes d’action des molécules précédemment citées sont représentés dans 

la figure 23.  
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Figure 23: Schéma récapitulatif des mécanismes d'action des thérapies ciblées (         ) utilisées dans la 

prise en charge du cancer du sein. modifié d'après (167) 

Le schéma représente le site d’action des anticorps monoclonaux anti-HER2 au niveau du domaine 
extracellulaire du récepteur HER2 (trastuzumab, pertuzumab, et T-DM1), l’inhibition de mTOR par 
l’évérolimus, l’action intracellulaire du lapatinib au niveau du dimère HER2/HER1 et l’action anti-VEGF du 
bévacizumab. 
 

VII.      Mécanismes de résistance aux thérapies ciblées 

VII.1.  Trastuzumab 
 

 Lors du traitement par trastuzumab, on constate une résistance primaire dans 60 à 70% 

des cas en monothérapie et dans 30 à 50% des cas en association. En situation métastatique, 

on observe fréquemment l'apparition d'un échappement thérapeutique au bout d'un an environ 

(168). 

 
De nombreuses études ont décrit divers mécanismes pouvant contribuer au développement de 

résistance. Il a notamment été mis en évidence une forme tronquée de HER2, p95HER2 qui 

empêche la liaison du trastuzumab à son récepteur. Le lapatinib est une alternative pour 

contourner cette résistance, son mécanisme d'action étant intracellulaire, il reste actif sur cette 

forme tronquée. La résistance peut être également due à l'activation de voies de signalisation 

alternatives telles que la voie de l'IGF1 (Insulin Growth Factor1) (existence d'un cross-talk 

avec HER2) ou la voie médiée par HER3.  

Trastuzumab 
Pertuzmab 

T-DM1 

 Lapatinib 

Evérolimus 

Bévacizumab 
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Des études ont également mis en évidence une résistance due à un encombrement stérique 

empêchant l'interaction du trastuzumab avec le récepteur HER2 (encombrement dû à la 

protéine de surface MUC4 (membrane-associated glycoprotein mucin 4) (138, 169).  

 Des altérations de la voie PI3K/AKT/mTOR  par mutations activatrices du gène PIK3CA ou 

par perte d'expression de PTEN entrainant une hyperactivation de la voie sont également à 

l'origine de résistance (170). La combinaison du trastuzumab à d'autres molécules telles que 

les inhibiteurs de mTOR ou des inhibiteurs de PI3K pourrait éventuellement permettre de 

contourner cette résistance (136, 137).  

 

 

VII.2.  Lapatinib 
 

 Des résistances au lapatinib ont également été caractérisées. Il a été mis en évidence 

que le dysfonctionnement de la voie PI3K, par perte d'expression de PTEN ou par mutations 

activatrices de PIK3CA conduisait à une résistance au lapatinib (94).  

Une résistance acquise par renforcement du signal RE consécutive à l’activation de FOXO 

(Forkhead box class O) 3a a également été mise en évidence in vitro. FOXO3a est un facteur 

de transcription qui régule l’expression des REα, maintenu inactif lorsqu’il est phosphorylé 

par AKT. L’inhibition de la voie PI3K/AKT/mTOR par le lapatinib rend FOXO3a actif et 

entraine alors une augmentation de l’expression des récepteurs aux œstrogènes. Ceci 

justifierait l’association lapatinib / anti-œstrogène ou anti-aromatase pour obtenir le blocage 

des 2 voies (171, 172). Plusieurs mutations d’HER2 ont aussi été démontrées in vitro, la 

plupart se situant sur le domaine tyrosine kinase du récepteur (173, 174). De nombreux autres 

mécanismes de résistance sont actuellement à l’étude. Décrypter les bases moléculaires de la 

réponse au lapatinib et aux autres anti-HER2 est essentiel pour optimiser l’efficacité des 

traitements.  
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VII.3.   Anti-œstrogènes 
 

 On assiste également au développement de résistance aux thérapies anti-œstrogéniques 

et plus particulièrement au tamoxifène.  

Les résistances aux anti-œstrogènes peuvent être primaires ou acquises. Elles peuvent être 

dues à une altération de la signalisation des récepteurs aux œstrogènes (par perte d'expression 

ou mutations des récepteurs), ou consécutives à l’amplification de HER2, ou encore dues à 

l’activation d'autres voies de signalisation. Les mécanismes expliquant cette résistance ne sont 

pas encore totalement élucidés cependant il a été mis en évidence que les voies 

PI3K/AKT/mTOR et RAS/RAF/MAPKinase pouvaient médier la résistance aux anti-

œstrogènes. Il existe un cross-talk entre les voies PI3Kinase et la voie des RE. 

L’hyperactivation de la voie PI3K/AKT entraine une résistance aux anti-œstrogènes en 

favorisant l’activité transcriptionnelle ligand indépendante des RE. L’hyperactivation de la 

voie peut être due soit à des mutations activatrices de PIK3CA soit à une perte d’expression 

de PTEN. Elle entraine la phosphorylation par AKT et P70S6K des RE ce qui augmente la 

transcription des RE. Ceci pourrait justifier l’utilisation combinée des anti-œstrogènes et des 

inhibiteurs de mTOR ou des anti-œstrogènes et des inhibiteurs de PI3K (88).  

Concernant la voie des MAPKinases, il a été mis en évidence que la P38 γ était activée en 

présence de tamoxifène, entrainant le recrutement d’une signalisation des RE non classique et 

ayant pour conséquence une augmentation de la sensibilité des cellules aux œstrogènes et 

donc une diminution de l’efficacité du tamoxifène (175). P38 pourrait donc être un marqueur 

prédictif de la réponse au traitement et un marqueur pronostique potentiel dans les cancers du 

sein (176). Ceci pourrait justifier l’utilisation des anti-œstrogènes couplés à des inhibiteurs de 

P38.  
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VIII.    Biomarqueurs moléculaires et cancer du sein  
 
 
 Un biomarqueur se définit comme "une caractéristique mesurée objectivement et 

évaluée comme indicateur de processus physiologique ou pathologique ou de l'action des 

médicaments". Il peut être déterminé par des méthodes anatomopathologiques, biochimiques 

ou par des techniques de biologie moléculaire. Il existe différents types de biomarqueurs dont 

notamment les biomarqueurs diagnostiques mettant en évidence un état pathologique, les 

biomarqueurs pronostiques ainsi que les biomarqueurs prédictifs de la réponse au traitement 

et de sa tolérance (177).  

 

La détermination de nouveaux biomarqueurs est un objectif majeur en oncologie et 

permettrait d'identifier des cibles potentielles pour le développement de nouvelles thérapies 

ciblées. L'utilisation de ces biomarqueurs permet d'optimiser les critères utiles à la 

personnalisation des prescriptions. Le développement de la médecine personnalisée basée sur 

les caractéristiques moléculaires de chaque tumeur a pour but d'obtenir une efficacité optimale 

des traitements tout en maintenant une toxicité contrôlée. La détermination et l'évaluation de 

ces biomarqueurs sont nécessaires pour comprendre la complexité des phénomènes 

biologiques mis en jeu dans l'oncogenèse et l'évolution tumorale. Une meilleure connaissance 

de ces mécanismes permettrait de mieux appréhender et d'anticiper les mécanismes de 

résistance aux traitements et d'améliorer ainsi la prise en charge personnalisée en évitant aux 

patients de recevoir des traitements parfois toxiques et inefficaces. Il est donc indispensable 

d'établir des corrélations clinico-biologiques et d'identifier des marqueurs  moléculaires 

permettant de prédire la réponse  aux thérapies ciblées.  
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PARTIE II 
PARTIE EXPÉRIMENTALE 

 
 

Étude de nouveaux biomarqueurs tumoraux et détermination de leurs 
impacts sur la réponse aux thérapies ciblées dans le traitement  

du cancer du sein 
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I. Objectifs de l’étude  
 

 Le but de l’étude était d’étudier certains biomarqueurs tumoraux tels que le statut 

mutationnel du gène PIK3CA ou encore le niveau d’expression de certaines phosphoprotéines 

intervenant dans les voies de signalisation impliquées dans l’oncogenèse mammaire afin 

d’établir des corrélations clinico-biologiques et de déterminer leur signification clinique et 

leur intérêt théranostique dans la prise en charge du cancer du sein.  

 

II. Matériels et Méthodes 

II.1.     Détermination du statut mutationnel du gène PIK3CA par Réaction de Polymérisation  
 en Chaine (PCR) 

II.1.1.  Patients 
 

 Cent quarante neuf échantillons de tumeurs primaires de cancer du sein infiltrant ont 

été analysés pour cette étude. Ces tumeurs proviennent de patientes diagnostiquées entre 2008 

et 2009, traitées à l’Institut de Cancérologie de Lorraine (ICL), et incluses rétrospectivement 

dans cette étude. Conformément à la réglementation en vigueur, les patientes ont fait part de 

leur non-opposition à l’utilisation de leurs prélèvements de tumeurs.  

L’analyse est faite sur une résection de la tumeur primaire, fixée à l’AFA (alcool, formol et 

acide acétique) et incluse en bloc de paraffine, conservée dans la tumorothèque de l’ICL. La 

pièce analysée est représentative de la tumeur étudiée. 

 

II.1.2.  Qualification des prélèvements  
 

Une coupe de 5 μm d’épaisseur est effectuée au microtome (HM 330, Microm GmbH, 

Walldorf, Allemagne) à partir du bloc tumoral. La coupe contenant le tissu tumoral est ensuite 

placée sur une lame de verre, sur laquelle de l’albumine glycerinée (préparée 

extemporanément) est préalablement déposée. Cette lame est ensuite déposée sur une platine 

chauffante (Slide Drying Bench, Thermo Scientific, St Herblain, France) pour que la coupe 

s’étire sur la lame. Le surplus d’albumine glycérinée est éliminé et la lame est laissée jusqu’à 

séchage complet sur la platine. L’échantillon à étudier peut alors être coloré à l’hématoxyline-

éosine-safran (HES) pour son analyse histopathologique afin de localiser une zone tumorale 

contenant au moins 20% de cellules tumorales.  
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Cette zone est alors entourée au marqueur directement sur la lame par le médecin 

anatomopathologiste, ce qui permet de procéder à la macrodissection de cette zone. Des 

coupes de 10 μm sont alors réalisées à l’aide d’un microtome (entre 6 à 10 coupes) (Figure 

24). La partie macrodissequée est récupérée et placée dans un tube RNAse DNAse free 

(SafeSeal Microcentrifuge Tubes, Sorenson Biosciences, Salt Lake City, UT) pour procéder à 

l’extraction de l’ADN tumoral. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 24: Qualification du prélèvement et macrodissection de la tumeur, réalisées à l’Unité de Biologie des 
Tumeurs de l’ICL. Les photos ci-dessus représentent la comparaison du bloc de tumeur et de la lame HES (A), la 

macrodissection (B) et enfin la réalisation des coupes à l’aide du microtome (C). 
 

 

 

 

 

 

 

                           
 
  A: Comparaison du bloc et de la lame HES                       B: Macrodissection de la zone tumorale  
 
 

 
                                                                                              

C: Réalisation des coupes à l’aide du microtome 
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II.1.3. Extraction d’ADN  
 

Dans chacun des tubes contenant les copeaux de tissu tumoral en paraffine, 1 mL de 

toluène (VWR BDH Prolabo, Fontenay Sous Bois, France) est ajouté. Le toluène a pour rôle 

de dissoudre la paraffine. Le tube est ensuite centrifugé 2 minutes à 20 000 tours/min à 

température ambiante (Centrifugeuse Jouan MR23i, Thermo Scientific). Après centrifugation, 

le surnageant est éliminé et 1 mL d’éthanol absolu (VWR BDH Prolabo) est ajouté pour 

précipiter l’ADN. Le tube est alors centrifugé une nouvelle fois (2 minutes à 20 000 

tours/min). Le surnageant est ensuite éliminé par prélèvement direct à l’aide d’une pipette 

puis par évaporation 10 minutes à 37°C (Bioblock Scientific 92617, Barnstead Thermolyne, 

Dubuque, IA). L’ADN est ensuite extrait par élution à l’éthanol à l’aide du kit QIA amp DNA 

FFPE (Formalin Fixed Paraffin Embedded) tissue kit (QIAGEN® GmbH, Hilden, Allemagne) 

selon le protocole du fabricant. Au final, 100 μL d’ADN sont récupérés (Figure 25). 
 

II.1.4.  Dosage d’ADN  
 

La quantité d’ADN présente dans le tissu tumoral est évaluée par méthode 

spectrophotométrique (Bio-Photometer, Eppendorf, Hambourg, Allemagne) (Figure 25). Une 

première mesure à 260 nm, longueur d’onde d’absorption maximale des acides nucléiques, est 

effectuée afin d’estimer la quantité d’ADN présente dans la solution. On considère qu’une 

unité d’absorbance correspond à 50 ng/μL d’ADN double brin. Deux mesures sont ensuite 

réalisées, à 280 et 320 nm, correspondant respectivement à la longueur d’onde d’absorption 

maximale des protéines et des ARN. On calcule ensuite le rapport (Absorbance à 260nm –

Absorbance à 320nm) / (Absorbance à 280nm – Absorbance à 320nm). Le rapport calculé 

doit être compris entre 1,8 et 2. Si le rapport est supérieur à 2, on considère que l’échantillon 

d’ADN est probablement contaminé par des ARNs. Si le rapport est inferieur à 1,8, on 

considère alors que l’échantillon est probablement contaminé par des protéines. La présence 

d’ARN ou de protéines en trop grande quantité peut être responsable d’interférences lors des 

étapes de PCR, c’est pourquoi l’échantillon doit être purifié à nouveau. 
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II.1.5.  Dilution des échantillons  
 

Les techniques de PCR-HRM (Polymerase Chain Reaction - High Resolution Melting) 

et de PCR-ARMS-Scorpion (Polymerase Chain Reaction-Amplification Refractory 

Mutational System) sont effectuées à partir d’ADN concentré à 20 ng/μL et 80 ng/µL 

respectivement. Pour cela, il est nécessaire de diluer les échantillons précédemment extraits. 

On calcule la quantité à prélever pour une dilution avec de l’eau. 

 

                      
 

               
 
Figure 25: Les différentes étapes de l'analyse des échantillons de tumeurs. (Unité de Biologie des Tumeurs, 
ICL). 
Les différentes étapes nécessaires à l’analyse sont la macrodissection (A), puis l’extraction de l’ADN (B), le 
dosage à l’aide du spectrophotomètre (C), la réalisation des plaques de PCR (D) puis la phase de PCR à l’aide de 
l’automate Light Cycler 480 (E).  
 
 

 

 

               

A 

B 

 D 

 C 

E 
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II.1.6. La PCR-HRM 
 

 La méthode de PCR-HRM (Polymerase Chain Reaction - High Resolution Melting) 

est utilisée pour détecter la présence de mutations sur l’exon 9 ou sur l’exon 20 du gène 

PIK3CA. Cette technique n’est pas spécifique d’une mutation particulière, ce qui permet de 

détecter toutes les mutations présentes sur ces exons. La technique PCR-HRM consiste en la 

mise en œuvre d’une PCR classique, nécessitant du MgCl2, des amorces spécifiques et une 

Taq Polymerase, suivie d’une phase de fusion haute résolution. La PCR-HRM et 

l’interprétation des résultats sont réalisés avec le système Light Cycler® 480 (Roche 

Diagnostics GmbH, Manheim, Allemagne). Au cours de la PCR, une sonde fluorescente, le 

RESOLIGHT va venir s’intercaler entre les ADN double brins produits lors de la réaction. La 

fluorescence est détectable tant que l’ADN n’est pas dénaturé. L’ADN se dénature avec la 

température et cette température de dénaturation est une fonction linéaire du pourcentage de 

guanine et de cytosine présent dans le brin étudié (Coefficient de Chargaff). Des courbes de 

fusion sont ainsi obtenues. En comparant le profil de fusion de l’échantillon étudié avec le 

profil de fusion de témoins mutés (ADN extrait de cellules MCF7 pour l’exon 9 et HT-116 

pour l’exon 20) et d’un témoin non muté (ADN de cellules MDA-MB 231) il est possible de 

connaitre le statut mutationnel de l’ADN extrait de la tumeur étudiée. L’interprétation des 

courbes obtenues est réalisée manuellement pour chaque échantillon à l’aide du logiciel Light 

Cycler SW (v. 1.5.0.39, Roche Diagnostics GmbH). Cette technique permet la détection 

d’ADN tumoral avec une sensibilité de 5% pour les mutations de l’exon 9 et de 10% pour les 

mutations de l’exon 20 (50).  

 

Les échantillons d’ADN dilués sont déposés sur des plaques de 384 puits (Roche Diagnostics 

GmbH). Vingt microgrammes d’ADN sont amplifiés dans un volume final de 20 µl. Chaque 

puits contient 18 μL de mix. Ce mix est constitué de 10 µl de Master mix (Light Cycler 480 

HRM Master, Roche Diagnostics), de 2,8 µl de MgCl2 à la concentration de 25 mM, d’eau et 

1 µl d’amorces sens et anti-sens nécessaires à la réaction de PCR. Deux microlitres 

d’échantillon à analyser sont ensuite placés dans chacun des puits. Chaque échantillon est 

passé en duplicate, par conséquent, deux puits sont nécessaires pour la réaction testant les 

mutations de l’exon 9 et deux puits sont nécessaires aux réactions testant les mutations de 

l’exon 20. 
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 L’analyse dure approximativement 70 minutes quel que soit le nombre d’échantillons 

analysés. Le programme consiste en une phase de pré-incubation à 95°C de 10 minutes, puis 

une phase d’amplification par PCR (45 cycles constitués de 10 secondes à 95°C, un passage 

de 60°C à 54°C en 15 secondes puis 10 secondes à 72°C) puis la phase d’HRM (1 minute à 

95°C, 1 minute à 40°C puis un passage de 65°C à 95°C par paliers de 0,02°C par seconde).  

Enfin le programme se termine par une phase de refroidissement de 10 minutes à 40°C 

(Figure 26) (178, 179).  
 

 

 
Figure 26: Principe de la PCR-HRM (D’après Lozano.N, LP GMC, UBT).   

Le schéma représente les différentes phases de la PCR-HRM: la phase de PCR classique avec la synthèse des 
amplicons suivie de la phase de fusion haute résolution pendant laquelle l’augmentation de la température par 
pallier de 0.02C par seconde entraine la cassure des doubles brins d’ADN et donc la diminution de la 
fluorescence.   
 
 
 

Et production de 
fluorescence via le Resolight 
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II.1.7.  La PCR-ARMS Scorpion  
 

 La PCR-ARMS-Scorpion (Amplification Refractory Mutational System) est une 

technique visant à identifier de manière spécifique certaines mutations en utilisant des 

amorces ARMS. Ces amorces sont dessinées de telle manière que le dernier nucléotide 

présent sur cette amorce correspond à la mutation. Cette technologie utilise la Taq DNA 

(Deoxyribonucléic acid) Polymerase qui est une enzyme extrêmement sensible aux 

mésappariements des bases. Ainsi, si la moindre mutation sur l’allèle spécifique est présente, 

l’amplification ne pourra avoir lieu, ce qui permettra une amplification sélective des 

séquences mutées.  

Cette technique utilise en complément des amorces Scorpion. Ces amorces en forme d’épingle 

possèdent un fluorochrome qui émet une fluorescence détectable lorsqu’il est excité et un 

quencher qui permet d’absorber la fluorescence émise par le fluorochrome, lorsqu’ils sont très 

proches l'un de l'autre (Figure 27).  

 

 
Figure 27: Schéma d'une amorce Scorpion. (D’après Lozano.N, LP GMC, UBT) 

Les amorces Scorpion sont constituées d’un fluorochrome F, d’un quencher Q (molécule qui absorbe la 
fluorescence du fluorochrome F lorsqu’il est proche de celui-ci), d’un bloqueur B, molécule empêchant la 
réplication de la boucle de l’amorce par la Taq polymérase. 
 

Cette amorce possède également un bloqueur  empêchant l’enzyme utilisée de répliquer la 

boucle de cette amorce. Cette boucle possède une particularité importante, celle d’être 

complémentaire d’une zone de l’amplicon néosynthétisé. Cette complémentarité engendre 

l’éloignement du quencher et du fluorochrome, ce qui permet alors l’apparition d’une 

fluorescence que l’on pourra mesurer. En combinant les amorces ARMS et Scorpion il est 

donc possible de détecter la présence ou non de mutations spécifiques (Figure 28).  

On obtient ainsi des courbes d’amplification. La comparaison du profil des courbes 

d’amplification des échantillons étudiés avec celui des courbes des témoins mutés (ADN de 
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cellules Cal51 pour la mutation E542K, ADN de cellules MCF-7 pour la mutation E545K, 

ADN de cellules HCT116 pour la mutation H1047R et ADN de cellules SUM159PT pour la 

mutation H1047L) et non muté (ADN de cellules MDA-MB 231) permet de déterminer le 

statut mutationnel de l’échantillon analysé. Tout comme pour la PCR-HRM, l’interprétation 

des résultats est réalisée manuellement pour chaque échantillon à l’aide du logiciel Light 

Cycler SW (v. 1.5.0.39, Roche Diagnostics GmbH). En raison de son mode de 

fonctionnement particulier, cette PCR possède une sensibilité de détection élevée, de l’ordre 

de 1% (180). 

On réalise 4 mix pour chaque mutation. Pour chaque échantillon, on utilise 0,06 µl de Hot 

Diamond Taq polymerase (eurogentec,Angers, France), 2 µl de reaction buffer 10X 

(Eurogentec), 3,2 µl de Mgcl2 25 mM (Eurogentec), 0.4 µl de (désoxyribonucléotide 

triphosphate) dNTP à 10Mm, de l’eau, 0.8 µl d’amorces ARMS à 6.25 µM et 0,8 µl 

d’amorces Scorpion à 6,25 µM (ATD Bio, Southampton, United Kingdom). Dix-huit 

microlitres de mix sont ajoutés et 2 µl d’échantillon ont été utilisés pour l’analyse (180). 

 
Figure 28: Principe de la PCR-ARMS Scorpion. (D’après Lozano.N, LP GMC, UBT) 
La PCR-ARMS utilise 2 types d’amorces: les amorces ARMS et les amorces Scorpion. C’est une technique de 
PCR qui est spécifique d’une mutation particulière.  



 

67 
 

II.1.8.  Interprétation statistique des résultats 

 
 La concordance des résultats obtenus par les méthodes étudiées pour l’étude des 

mutations de PIK3CA est analysée par le test kappa (k) de Fleiss. On calcule ainsi un 

coefficient k représentatif de l’homogénéité des résultats obtenus par les deux méthodes. Plus 

k est proche de 1 et plus la concordance entre les méthodes est grande. A l’inverse, un k 

inférieur à 0.5 sera synonyme d’une mauvaise concordance entre les méthodes. L’objectif de 

notre étude est de comparer les résultats obtenus en analysant par les deux méthodes les 149 

échantillons sélectionnés. Nous considérerons que les deux méthodes donnent des résultats 

significativement comparables si le kappa calculé est supérieur à 0,8. Un test du χ2 a ensuite 

été réalisé pour comparer nos résultats à ceux de la littérature.  

Les résultats des mutations ont ensuite été corrélés aux paramètres cliniques et pathologiques  

tels que l’âge des patientes au diagnostic, le type histologique, le grade SBR, mais aussi aux 

caractéristiques moléculaires des tumeurs telles que le statut des récepteurs hormonaux 

(récepteurs aux œstrogènes et à la progestérone) et le statut HER2. Ces données ont été 

collectées lors de l’étude des dossiers patients. Les corrélations ont été calculées à l’aide d’un 

test du  χ2 et d’un test de Fisher. La limite de significativité était de p<0,05.  
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II.2.     Étude du niveau d’expression des phosphoprotéines des voies de signalisation    
 PI3K/AKT/mTOR  et RAS/RAF/MAPKinase 

II.2.1.  Patients 
 

 

 Quarante-cinq échantillons de tumeurs congelées de cancers du sein infiltrants 

canalaires ont été analysés. Les échantillons proviennent de la tumorothèque de l’Institut. Il 

s’agit de tumeurs de patientes diagnostiquées et traitées en 2006 à l’ICL. Ces patientes ont fait 

part de leur non opposition à l’utilisation de ces échantillons pour la recherche. L’âge médian 

au diagnostic était de 56.3 ans (entre 28 et 91 ans). Ces échantillons ont été prélevés pendant 

la chirurgie et congelés immédiatement après dans de l’azote liquide à -80°C. On peut noter 

qu’aucune des patientes n’avaient reçu de traitement néoadjuvant de chimiothérapie ou 

d’hormonothérapie. Le poids moyen des échantillons était de 15,2 mg. A partir de ces 

prélèvements, une coupe au cryostat a été réalisée puis une lame avec une coloration HES. Un 

médecin anatomopathologiste a ensuite déterminé le pourcentage tumoral de la coupe. Un 

minimum de 50% de matériel tumoral était nécessaire pour permettre la détermination du 

niveau d’expression des phosphoprotéines par la technique Bioplex® Protein Array (BPA) 

(Bioplex ; Bio-Rad, Hercules, CA, USA).  
 

II.2.2.  Extraction des protéines  
 

Les échantillons de tumeurs ont d'abord été broyés pendant 15 minutes avec des billes 

en acier (Qiagen, Courtaboeuf, France), puis ont ensuite été exposés pendant 10 secondes à 

une solution de lyse (Cell Lysis Kit, Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France) contenant une 

anti-protéase, le phénylméthylsulfonylfluoride (PMSF). Le mélange a ensuite été centrifugé à  

4 500 tours pendant 20 minutes à 4°C. Le surnageant contenant les protéines a été recueilli et  

congelé à -80˚C jusqu'à l'analyse. Avant d’être analysé par la technique BPA, la concentration 

en protéine de chaque extrait a été déterminée en utilisant un kit de dosage colorimétrique (kit 

basé sur la technique de Lowry à 690 nm, et ajusté à 250 pg / ml) (181).   
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II.2.3.  Technique d’analyse BPA 
 
 

 La technique BPA permet la détection et la  quantification de multiples analytes  

(protéines, peptides ou acides nucléiques) dans un volume d’échantillon unique et à partir d 

une petite quantité de tissu (15 à 20 mg). Il s’agit d’une technique  ELISA (Enzyme-Linked 

Immunosorbent Assay) sur microbilles en suspension, identifiées par un code couleur 

spécifique avec une détection fluorimétrique. L’analyse est réalisée en microplaques de 96 

puits. Elle détermine de façon semi-quantitative précise et simultanée le niveau d’expression 

de multiples phosphoprotéines intervenant dans les voies de signalisation. Il existe 100 types 

de microbilles qui diffèrent dans leur couleur de fluorescence permettant la détection de 100 

molécules différentes à la fois. 

 

 Cette technique se divise en plusieurs étapes. Au départ, les microbilles de polystyrène en 

suspension portent l’anticorps primaire spécifique du biomarqueur. Lorsque l’on ajoute les 

échantillons, il y a fixation des biomarqueurs sur les anticorps primaires. Les anticorps 

secondaires biotinylés se fixent alors aux anticorps primaires. On ajoute ensuite dans chaque 

puits de la streptavidine phycoérythrine (PE) qui se fixe à la biotine et qui permet l’émission 

de fluorescence. Un échantillon du mélange réactionnel final est aspiré par le détecteur. La 

détection de la fluorescence se fait à l’aide d’un système optique comprenant deux lasers (un 

vert et un rouge). Le premier laser (rouge) identifie le biomarqueur présent sur la bille via le 

code couleur de la bille correspondante, le second laser (vert) détermine quant à lui  la 

concentration en biomarqueur (Figure 29). Le système de détection effectue un minimum de 

150 mesures par analyte à raison de 100 mesures par minute.  

Une fois extraites, les protéines sont ensuite transférées dans une plaque 96 puits et diluées 

dans une solution tampon de 25 microlitres. Nous avons utilisé des billes portant des anticorps 

dirigés contre les protéines P38MAPKinase, phospho-P38MAPKinase (p-P38MAPKinase), 

phospho-AKT (p-AKT), phospho-GSK3 (p-GSK3) (Glycogene synthase kinase 3β), phospho-

P70S6K (p-P70S6K), phospho-MEK1 (p-MEK1), et phospho-ERK1/2 (p-ERK1/2).  

Le mélange de billes est ajouté dans chaque puits et incubé pendant une nuit à 37°C. Après 

cette incubation, la plaque est lavée puis les anticorps biotinylés sont ajoutés ce qui permet la 

fixation des protéines cibles.   
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On ajoute ensuite la solution de streptavidine-phycoérythrine. Un contrôle positif constitué de 

protéines extraites de lignées cellulaires de cancer du sein MCF7, exposées à l’EGF, 

surexprimant HER, est ensuite ajouté dans chaque série. On procède ensuite à l’analyse par la 

technique BPA (181).  

 

 
       Figure 29: Les différentes étapes de l'analyse par technique BPA. (D’après Site internet Bio-Rad) 

Le schéma représente les différentes étapes de l’analyse par la technique BPA. L’étape 1 correspond au dépôt de 
la solution contenant les billes couplées aux Ac spécifiques des phosphoprotéines dans les puits, l’étape 2 à la 
fixation des biomarqueurs sur les Ac primaires, l’étape 3 à la fixation de l’Ac biotinylé sur l’Ac primaire, l’étape  
4 à la fixation de la streptavidine PE sur l’Ac secondaire biotinylé et enfin l’étape 5 correspond au passage du 
mélange au travers des 2 lasers et donc à l’identification et la quantification des phosphoprotéines du mélange.  
 

II.2.4.   Analyse des résultats 
 

Les analyses ont été réalisées en triplicate. Nous avons ensuite calculé la moyenne des 

valeurs des intensités de fluorescence. La valeur était considérée comme significative lorsque 

le ratio signal/bruit était supérieur à 3.  

L’analyse statistique des résultats a été effectuée par un test de Wilcoxon à l’aide du logiciel 

R (p< 0,05). Les niveaux d’expression des phosphoprotéines ont ensuite été corrélés avec 

certaines données cliniques telles que l’âge des patientes, la taille des tumeurs, le grade SBR 

mais également avec les caractéristiques moléculaires des tumeurs (statut RH, statut HER2). 

Ces données ont été collectées lors de l’étude des dossiers des patientes. 

1 2 3 

4 5 
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III. Résultats 

III.1.  Résultats de l’étude des  mutations du gène PIK3CA 

III.1.1. Détermination du statut mutationnel du gène PIK3CA avec deux techniques de PCR-
 temps réel.  
 
Sur les 149 échantillons analysés, uniquement 102 ont donné des résultats interprétables à la 

fois par PCR-HRM et par PCR-ARMS. Vingt-huit échantillons présentent des mutations du 

gène PIK3CA par PCR-HRM soit 27,5%  et 23 par PCR-ARMS soit 22,5%.  

Sur les 28 échantillons mutés en HRM, 13 (46,4%) présentent une mutation de l’exon 9 et 15 

(53.6%) une mutation de l’exon 20.  

Sur les 23 échantillons pour lesquels on retrouve une mutation par PCR-ARMS, 9 sont mutés 

sur  l’exon 9 (39.1%) dont 6 présentant une mutation E542K (26,1%) et 3 une mutation 

E545K (13%). 14 présentent une mutation de l’exon 20 dont 10 portant une mutation H1047R 

(43,5%) et 4 une mutation H1047L (17,4%).  

Quelque soit la technique, aucun échantillon n’a présenté à la fois une mutation sur l’exon 9 et 

sur l’exon 20. Les résultats de l'étude du statut mutationnel du gène PIK3CA déterminé par les 

2 techniques de PCR sont résumés dans le Tableau IV (Annexe 2).  
 
 
 

Tableau IV: Mutations du gène PIK3CA détectées par PCR-HRM et PCR-ARMS 

Exon/position 
de la 

substitution 
Mutations Nombre 

d’échantillons % relatif % total  

PCR-ARMS     

Exon 9     
c.1624G→A  E542K 6 26.1 5.9 
c.1633G→A E545K 3 13.0 2.9 

Exon 20     
c.3140A→G  H1047R 10 43.5 9.8 
c.31401→T  H1047L 4 17.4 3.9 

Total  23 100.0 22.5 

PCR-HRM     

Exon 9  13 46.4 12.8 

Exon 20  15 53.6 14.7 

Total  28 100.0 27.5 
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Le statut mutationnel du gène PIK3CA des échantillons étudiés a été déterminé en analysant 

le profil des courbes de fusion obtenues par PCR-HRM (Figure 30), ainsi que le profil des 

courbes d'amplification obtenues par PCR-ARMS (Figure 31).  

Ces courbes permettent de visualiser si l’exon étudié (exon 9 ou 20) est muté.  

Lorsque le profil des courbes de l’échantillon est proche du témoin non muté, l’échantillon est 

non muté, à l’inverse lorsque les courbes obtenues pour l’échantillon ont une allure analogue 

à celles obtenues avec le témoin muté, on peut conclure que l'échantillon est porteur d’une 

mutation sur l’exon étudié.   

 
                                 --> Orange: Témoin muté, Violet: Témoin non muté, Vert: Patient 

 
       --> Vert: Témoin non muté, Rouge: Témoin muté, Bleu: Patient 

Figure 30: Profils des courbes de fusion obtenues par PCR-HRM.  

Exemple de profil d'une courbe de fusion d'un échantillon ne portant pas de mutation du gène PIK3CA (A). 
Exemple de profil d'une courbe de fusion d'un échantillon portant une mutation du gène PIK3CA (B).  

A 

B 
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Figure 31: Profil des courbes d'amplification obtenues par PCR-ARMS 

Le statut mutationnel du gène PIK3CA est déterminé par comparaison des profils des courbes d'amplification 
obtenues par PCR-ARMS. La figure 31.A représente une courbe d’amplification d’un échantillon non muté et la 
figure 31.B une courbe d'amplification d'un échantillon présentant une mutation du gène PIK3CA. 

 

 

La concordance des résultats obtenus par les deux techniques a été mesurée en utilisant le 

Kappa de Fleiss. Le kappa calculé est de 0,845 (p<0,001). 

Les résultats trouvés avec les deux techniques sont donc statistiquement comparables. Ces 

résultats sont résumés dans le Tableau V (Annexe 2).  

 

      Echantillon 

    Témoin muté 

Témoin non muté 

A 

B 

      Echantillon 

    Témoin muté 

Témoin non muté 
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Tableau V: Concordance des mutations détectées par les deux techniques de PCR temps réel 

  PCR-HRM  

  
 

Muté 

Nombre 
d’échantillons 

Non muté 

 
 

total 

PCR-ARMS    

Nombre 
d’échantillons     

Muté 22 1 23 

Non muté 6 73 79 

Total  28 74 102 

 
 

III.1.2. Etude des paramètres clinico-biologiques des tumeurs   

III.1.2.1.  Relation entre le statut mutationnel du gène PIK3CA déterminé par PCR-HRM et  
les caractéristiques cliniques, pathologiques et moléculaires des tumeurs  

 
 
Cent dix-huit échantillons ont été analysés par PCR-HRM. Des mutations des exons 9 et 20 

du gène PIK3CA ont été détectées dans 30 échantillons (27,5%). Aucune relation 

statistiquement significative n'a été mise en évidence entre le statut mutationnel du gène 

PIK3CA et l’âge des patientes, le type histologique des tumeurs, le statut des récepteurs 

hormonaux, le statut HER2, ni avec les 4 sous types suivants: HER2+/HR+, HER2+/HR-, 

HER2-/RH+ et HER2-/RH-.  

 

La présence de mutations du gène PIK3CA a été comparée au grade SBR des tumeurs 

(p=0,050). Un taux plus faible de mutations a été détecté dans les tumeurs de haut grade avec 

notamment moins de mutations de l’exon 9 dans les tumeurs de grade III (P=0,025). 

Les mutations de l’exon 9 sont retrouvées plus fréquemment dans les tumeurs de grade SBRI 

contrairement aux mutations de l’exon 20 qui elles sont plus fréquemment retrouvées dans les 

tumeurs de grade II et III.  

 

Les résultats sont résumés dans le Tableau VI (Annexe 2).  
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Tableau VI: Corrélation entre le statut mutationnel du gène PIK3CA déterminé par PCR-HRM et  
les caractéristiques cliniques, pathologiques et moléculaires des tumeurs 

  

Nombre de patients (%) 
 

 
Total/classe Non muté PIK3CA  Muté PIK3CA P-value 

 
Total  

 
118 (100.0) 

 
88 (72.5) 

 
30 (27.5)  

 
Age au diagnostic      

≤50  36 (30.5) 26 (72.2) 10 (27.8) 0.873 
>50 82 (69.5) 62 (75.6) 20 (24.4)  
 
Type histologique     

Canalaire 102 (86.4) 73 (71.6) 29 (28.4) 0.137 
Lobulaire 15 (12.7) 14 (93.3) 1 (6.7)  
Autres 1 (0.8) 1 (100.0) 0 (0.0)  
 
Statut des récepteurs 
aux œstrogènes (RE) 

    

RE+ 94 (81.7) 71 (75.5) 23 (24.5) 0.910 
RE- 21 (19.3) 15 (71.4) 6 (28.6)  
 
Statut des récepteurs 
à la progestérone (RP) 

    

RP+ 74 (64.3) 57 (77.0) 17 (23.0) 0.603 
RP- 41 (35.7) 29 (70.7) 12 (29.3)  
 
Statut HER2     

HER2+ 12 (10.4) 9 (75.0) 3 (25.0) 1.000 
HER2- 103 (89.6) 77 (74.8) 26 (25.2)  
 
Statut des Récepteurs 
Hormonaux (RH) 

    

RH+ 95 (82.3) 72 (75.8) 23 (24.2) 0.796 
RH- 20 (27.7) 14 (70.0) 6 (30.0)  
 
Statut RE/HER2     

HER2+/HR+ 8 (7.0) 7 (87.5) 1 (12.5) 0.575 
HER2-/HR+ 87 (7.6) 65 (74.7) 22 (25.3)  
HER2+/HR- 4 (3.5) 2 (50.0) 2 (50.0)  
HER2-/HR- 16 (13.9) 12 (75.0) 4 (25.0)  
 
Grade SBR     

I 14 (11.9) 8 (57.1) 6 (42.9) 0.050 
II 56 (47.5) 39 (69.6) 17 (30.4)  
III 48 (40.7) 41 (85.4) 7 (14.6)  
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III.1.2.2.  Relation entre le statut mutationnel du gène PIK3CA déterminé par PCR-ARMS  
                 et les caractéristiques cliniques, pathologiques et moléculaires des tumeurs  
 
 
 Cent-quarante-neuf échantillons de tumeurs ont été analysés par PCR-ARMS. Des 

mutations du gène PIK3CA, exon 9 et 20 ont été détectées dans 27 échantillons (18,1%). 

Aucune relation statistiquement significative n’a été mise en évidence entre le statut 

mutationnel du gène PIK3CA et l’âge des patientes, le type de tumeur, le statut des récepteurs 

hormonaux, le statut HER2, et les 4 sous-types HER2+/RH+, HER2+/RH-, HER2-/RH-, et 

HER2-/RE-.  

 

Comme pour la PCR-HRM, nous retrouvons uniquement une relation entre le statut 

mutationnel du gène PIK3CA et le grade SBR des tumeurs (P=0,004) avec un taux de 

mutation plus faible dans les tumeurs de haut grade. On constate que les mutations des exons 

9 et 20 sont moins fréquentes dans les tumeurs de grade SBR III (P=0,009). Les mutations de 

l’exon 9 ont été retrouvées de façon prédominante dans les tumeurs de grade I (5/7), tandis 

que les mutations de l’exon 20 ont été plus fréquemment observées dans les tumeurs de grade 

SBRII et III (13/20).  

 

Les résultats sont résumés dans le Tableau VII (Annexe 2). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

77 
 

Tableau VII: Corrélation entre le statut mutationnel du gène PIK3CA déterminé par PCR-ARMS et les 
caractéristiques cliniques, pathologiques et moléculaires des tumeurs 

  Nombre de patients (%)  

 Total/classe Non muté PIK3CA  Muté PIK3CA P-value 

Total  149 (100.0) 122 (81.9) 27 (18.1)  
 
Age au diagnostic      

≤50  48 (30.5) 36 (72.2) 12 (27.8) 0.202 

>50 101 (69.5) 86 (75.6) 15 (24.4)  
 
Type histologique     

Canalaire 127 (85.2) 102 (71.6) 25 (28.4) 0.521 

Lobulaire 19 (12.8) 17 (93.3) 2 (6.7)  

Autres 3 (2.0)  2 (66.7) 1 (33.3)  
 
Statut des récepteurs aux 
œstrogènes (RE) 

    

RE+ 113 (81.7) 93 (75.5) 20 (24.5) 0.981 

RE- 30 (19.3) 24 (71.4) 6 (28.6)  
 
Statut des récepteurs à la 
progestérone (RP) 

    

RP+ 88 (64.3) 71 (77.0) 17 (23.0) 0.823 

RP- 55 (35.7) 46 (70.7) 9 (29.3)  
 
Statut HER2     

HER2+ 19 (10.4) 16 (75.0) 3 (25.0) 1.000 

HER2- 124 (89.6) 101 (74.8) 23 (25.2)  
 
Statut des Récepteurs 
Hormonaux (RH) 

    

RH+ 115 (82.3) 95 (75.8) 20 (24.2) 0.823 

RH- 28 (27.7) 22 (70.0) 6 (30.0)  
 
Statut RE/HER2     

HER2+/HR+ 13 (7.0) 12 (87.5) 1 (12.5) 0.593 

HER2-/HR+ 102 (7.6) 83 (74.7) 19 (25.3)  

HER2+/HR- 6 (3.5) 4 (50.0) 2 (50.0)  

HER2-/HR- 22 (13.9) 18 (75.0) 4 (25.0)  
 
Grade SBR     

I 14 (11.9) 7 (57.1) 7 (42.9) 0.004 

II 67 (47.5) 55 (69.6) 12 (30.4)  

III 64 (40.7) 56 (85.4) 8 (14.6)  
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III.2.    Résultats de l’étude du niveau d’expression des phosphoprotéines des voies PI3Kinase     
et MAPKinase 

III.2.1. Recueil des caractéristiques cliniques et moléculaires des tumeurs  

Les caractéristiques des tumeurs sont résumées dans le tableau ci-après (Tableau VIII) 

(Annexe 3).  

 

Tableau VIII: Caractéristiques cliniques et moléculaires des  
tumeurs de sein infiltrantes canalaires 

 
 

Caractéristiques des tumeurs 

 
Nombre de 
 patientes (%) 

 

Nombre total de patientes 

Age (Années)  

≤50 

51-69 

≥70 

 

  45 (100%) 

 
13 (28.9) 
24 (53.3) 
8 (17.8) 

Taille de la tumeur  (mm) 

T1 (10-20) 

T2 (21-50) 

T3 (>51) 

 

16 (35.6) 
26 (57.8) 
 3 (6.7) 

Grade SBR 

SBR II 

SBR III 

 

11 (24.4) 
34 (75.6) 

Statut des RH 

ER+ 

ER- 

PR+ 

PR- 

 
29 (64.4) 
16 (35.6) 
18 (40.0) 
 27 (60) 

 

Statut HER2 

HER2+ 

HER2- 

 

 

15 (33.3) 
30 (66.7) 

Tumeurs (HER2-/RE-/RH-) 10 (22.2) 
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III.2.2. Corrélation entre le niveau d’expression des phosphoprotéines et les caractéristiques  
 cliniques et moléculaires des tumeurs      
 
 
 Les résultats sont présentés sous forme de box-plots (Figure 32, 33, 34), illustrant la 

valeur médiane (barre centrale), le premier et le troisième quartiles représentés respectivement 

par le bas et le haut de la boîte et les valeurs minimales et maximales (barre du haut et barre 

du bas).  

 

P38MAPKinase 

 

On a représenté le niveau d’expression de P38MAPKinase et de p-P38MAPKinase en 

fonction du statut des récepteurs œstrogéniques (Figure 32A) puis en fonction du statut 

HER2 des tumeurs (Figure 32B) et enfin en fonction du statut triple négatif des tumeurs 

(Figure 32C).  

 

La P38MAPKinase et la p-P38MAPKinase sont exprimées dans la quasi-totalité des tumeurs 

analysées. On retrouve en effet une expression de ces protéines dans 44 échantillons soit dans 

98% des tumeurs analysées.  

 

On constate que leur niveau d’expression est significativement supérieur dans les tumeurs 

RE+ (P=0,0016). Le statut HER2+ n’a quant à lui aucune influence sur le niveau d’expression 

de P38MAPKinase et de p-P38MAPKinase. La P38MAPKinase et sa forme phosphorylée ont 

en revanche une faible expression dans les tumeurs triple-négatives mais cette baisse 

d’expression n’est pas statistiquement significative. 

 

Le taux de phosphorylation (ratio p-P38MAPKinase/P38MAPKinase) n’est pas 

statistiquement différent en fonction du type de tumeurs ou du grade SBR. 
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Figure 32: Expression de P38MAPK et de p-P38MAPK en fonction du type de tumeurs 

La figure 32A représente le niveau d'expression de la P38MAPK et de la p-P38MAPK en fonction du statut des 
récepteurs œstrogéniques des tumeurs, la figure 32B leurs niveaux d'expression en fonction du statut HER2 des 
tumeurs et enfin la figure 32C représente leurs niveaux d'expression en fonction du statut triple-négatif des 
tumeurs (Annexe 3).   
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p-AKT et p-ERK 
 
Une expression significative de p-AKT et de p-ERK a été mise en évidence dans 

respectivement 33 échantillons analysés soit 73% et 17 échantillons soit 38%.  

 

 

 p-AKT 

 

L’expression de p-AKT est significativement supérieure dans les tumeurs HER2+ (p=0,0048) 

(Figure 33). Aucune autre différence significative du niveau d’expression des 

phosphoprotéines  n’a été mise en évidence en fonction du statut des récepteurs hormonaux, 

du statut triple-négatif ou encore en  fonction du grade histopronostique des tumeurs.  

 

 
Figure 33: Niveau d'expression de p-AKT en fonction du statut HER2 des tumeurs.  

La box-plot met en évidence un niveau d'expression de p-AKT supérieur dans les tumeurs mammaires HER2+ 
(Annexe 3). 

 
 
 
 p-ERK 

 

L’expression de p-ERK est significativement supérieure dans les tumeurs de grade III 

(P=0,0235) (Figure 34). En revanche, aucune différence significative de son expression n’a 

été mise en évidence en fonction du statut RE, HER2 ou TN. 
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Figure 34: Niveau d'expression de p-ERK en fonction du grade SBR des tumeurs.  

La box-plot met en évidence un niveau d'expression de p-ERK supérieur dans les tumeurs de grade 
histopronostique SBR III (Annexe 3).  

 
 
 
p-MEK1, p-GSK3β, p-S6K 

 

Une expression significative des formes phosphorylées de MEK1, GSK3β et S6K a été 

respectivement détectée dans 39 échantillons (87%), 31 (69%), et 37 (82%). Mais aucune 

relation statistiquement significative n’a été mise en évidence entre ces formes phosphorylées 

et les statuts RE, TN, HER2 ou le grade SBR.  
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IV. Discussion 

IV.1.    Statut mutationnel du gène  PIK3CA  
 

De nombreuses études ont mis en évidence le rôle majeur de la voie 

PI3K/AKT/mTOR dans l’oncogenèse mammaire et l’impact des mutations du gène PIK3CA 

dans l’apparition de résistances aux traitements. Les recherches actuelles ont pour but de 

déterminer les valeurs prédictive et pronostique de ces mutations mais également d’identifier 

des corrélations clinico-biologiques afin de mieux comprendre leurs impacts sur les tumeurs 

mammaires. Ces différents paramètres pourraient justifier l’intérêt de leur détection en 

génétique tumorale et leur utilisation comme cible thérapeutique. 

 

Dans la présente étude, les mutations des exons 9 et 20 du gène PIK3CA ont été déterminées 

par deux techniques de PCR temps réel,  la PCR-HRM, PCR de fusion haute résolution, et la 

PCR-ARMS qui elle est une PCR spécifique d'allèle.  

Le statut mutationnel n'a pas pu être déterminé pour l'ensemble des échantillons analysés, 

certaines analyses ayant donné des résultats ininterprétables. La présence de résultats 

ininterprétables s'explique par le fait que certains échantillons présentaient un ADN de 

mauvaise qualité. Cette mauvaise qualité peut être causée par un certain nombre de 

paramètres et plus particulièrement par tout ce qui concerne le traitement pré-analytique des 

échantillons. Le temps d'ischémie chaude (temps entre le début de l'intervention  chirurgicale 

et la ligature des derniers vaisseaux), et le temps d'ischémie froide (temps entre la ligature des 

derniers vaisseaux et l'arrivée de la pièce au laboratoire d'anatomopathologie) influencent la 

qualité des analyses de biologie moléculaire. Ils peuvent notamment être responsables d'une 

fragmentation des ADNs et d'une dégradation des ARNs messagers (182). Le temps de 

fixation, la température de la paraffine utilisée pour l'inclusion en bloc sont autant de 

paramètres qui impactent la qualité de l'ADN, d'ou l'importance d'une standardisation de la 

phase pré-analytique pour assurer  la qualité des acides nucléiques extraits.  

Pour cette étude, les pièces ont été fixées à l'AFA. Ce fixateur n'est maintenant plus utilisé et 

l'ensemble des pièces est actuellement fixé au formol conformément aux recommandations de 

l'INCa et de l'AFAQAP (Association Française d'Assurance Qualité en Anatomie et cytologie 

Pathologiques). Le formol permet de conserver des acides nucléiques de meilleure qualité par 

rapport à l'AFA qui, de par son acidité, fragmente les ADN. La phase de qualification du bloc 

est elle aussi importante et influe sur la quantité d'ADN tumoral recueillie (183, 184).  
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Les fréquences des mutations retrouvées sont de 27,5% par technique HRM et de 22,5% par 

technique ARMS. Les résultats de l'analyse du statut mutationnel du gène PIK3CA obtenus 

avec les 2 techniques de PCR sont comparables entre eux et sont également comparables avec 

ce qui a précédemment été décrit dans la littérature (entre 18 et 40% de mutations). Ils sont 

aussi en accord avec les données de la base COSMIC (78, 185-187). Nous avons toutefois 

retrouvé des discordances entre les 2 techniques pour 6 échantillons soit 5,9% des cas.  

Cinq échantillons ont présenté une mutation sur l'exon 9 et un échantillon une mutation sur 

l'exon 20 avec la technique HRM mais pas avec la technique ARMS. Cette discordance 

s'explique par le principe même de l'analyse ARMS. Cette technique utilise des amorces 

spécifiques des 4 principales mutations du gène PIK3CA, ce qui permet de détecter de 

manière exclusive les mutations E545K, E542K, H1047R et H1047L. Aucune autre mutation 

en dehors de ces 4 dernières n'est recherchée (180). La technique de PCR-HRM quant à elle, 

est non spécifique d'une mutation particulière et permet l'analyse des mutations d'un exon 

complet. Cette technique permet donc de détecter toutes les mutations sur les exons étudiés, 

sans toutefois être capable de les identifier. L'analyse des échantillons discordants par une 

technique de séquençage pourrait venir confirmer cela et permettrait la caractérisation  des 

mutations non détectées par la PCR-ARMS. 

La sélectivité  de la technique de PCR-ARMS pourrait donc être un inconvénient dans le cas 

ou d'autres mutations que les 4 recherchées se révélaient être de mauvais pronostic ou 

discriminantes pour le choix d'un traitement de thérapie ciblée. D'après la base COSMIC, 

10% des mutations du gène PIK3CA se situent en dehors des 4 hotspots précédemment décrits 

(52).  

Concernant la recherche de relations clinico-biologiques, notre étude établit une 

relation entre grade histopronostique SBR et mutations PIK3CA. On retrouve d'avantage de 

mutations de l'exon 9 dans les tumeurs de grade SBR I alors que les mutations de l'exon 20 

sont plus nombreuses dans les grades SBR II, III (50). À ce jour, seules quelques études ont 

mis en avant une relation entre grade SBR et mutations du gène PIK3CA. Certaines ont tout 

comme notre étude mis en évidence une fréquence de mutations plus élevée dans les tumeurs 

de bas grade (52, 72) alors que d'autres ont démontré l'inverse (95). 

Aucune autre relation statistiquement significative entre présence de mutations du gène 

PIK3CA et les autres critères cliniques et histopathologiques étudiés n'a été mis en évidence.  
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Certaines études ont montré un taux plus élevé de mutations chez les patientes les plus âgées, 

alors que d’autres ont montré l’inverse (52, 63, 185). 

Concernant le type histologique, des études on mis en évidence une fréquence de mutations 

plus élevée dans les tumeurs lobulaires tandis que d'autres en trouvaient d'avantage dans les 

tumeurs canalaires (52, 63, 72, 95). Nos résultats ne montrent, quant à eux, aucune différence 

significative entre les 2. Cependant, la population étudiée ne comprenait que peu de tumeurs 

lobulaires, 15/118 pour la population analysée par HRM et 19/149 pour celle analysée par 

PCR-ARMS, ce qui peut entrainer un biais dans les résultats.  

Les corrélations entre les mutations PIK3CA et les statuts des récepteurs hormonaux  et HER2 

sont également discutées car les nombreuses études réalisées à ce sujet montrent des 

discordances. Certaines ont établi des corrélations entre statut hormonal ou statut HER2+ et 

présence de mutations (52, 63, 72, 95) alors que d'autres telles que la nôtre n'ont mis en 

évidence aucun lien entre ces différents paramètres.  

D'autres études ont évalué la valeur pronostique des mutations du gène PIK3CA dans le 

cancer du sein. Bien que cette valeur pronostique soit controversée, une méta-analyse récente 

de Dumont et son équipe réalisée sur plus de 2500 cas issus de 12 études différentes et 

indépendantes a mis en évidence que la présence de mutations du gène PIK3CA était associée 

à un pronostic favorable chez les femmes ménopausées présentant des cancers surexprimant 

les récepteurs aux œstrogènes et portant une mutation située sur le domaine kinase de la sous-

unité p110α (188).  

La valeur pronostique des mutations de l'exon 9 par rapport à celle de l'exon 20 est elle aussi 

controversée. Les travaux de Barbareschi et son équipe ont mis en évidence que les mutations 

de l'exon 9 étaient associées à un plus mauvais pronostic que celles de l'exon 20 (63) tandis 

que Lai et son équipe démontrent l'inverse (185).  

Des travaux ont également mis en évidence une diminution de la survie chez les patientes 

atteintes d'un cancer HER2+ et portant une mutation sur l'exon 20 du gène PIK3CA (189). 

Cependant ces résultats sont peu significatifs compte tenu du caractère rétrospectif de l'étude 

et surtout de la faible population sur laquelle elle a été réalisée. Ils n'ont de plus jamais été 

confirmés par d'autres études.  

Certaines études ont elles montré que les mutations de PIK3CA étaient un facteur de mauvais 

pronostic dans les cancers du sein invasifs (190). Quant aux travaux de Cizkova et son équipe, 
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ils ne montrent aucune différence significative de survie entre les patientes porteuses d'une 

mutation de l'exon 9 et celles porteuses d'une mutation de l'exon 20 dans le cas de cancer 

métastatique (52).  

Les nombreux travaux concernant les mutations de ce gène démontrent que le statut 

mutationnel de PIK3CA a effectivement un impact sur les cancers du sein, cependant  les 

discordances importantes des résultats témoignent de la complexité de l'implication de ce 

gène dans les processus d'oncogenèse et souligne l'importance de mieux comprendre les 

mécanismes moléculaires régissant les cancers mammaires.  

La discordance des résultats peut s'expliquer par un certains nombres de paramètres. D'une 

part, les essais sont souvent réalisés sur un nombre limité de patients ce qui ne permet pas 

toujours d'avoir des résultats significatifs et représentatifs de la population, d'autre part, les 

techniques de détection sont différentes d'une étude à l'autre et présentent donc des 

sensibilités de détections différentes ce qui peut expliquer les différences observées. De plus, 

le cancer du sein est un cancer très hétérogène d'un point de vue histologique mais surtout 

moléculaire ce qui rend complexe la détermination de l'impact de ces mutations. À cela 

s'ajoute le fait qu'il existe des mutations très diverses de ce gène qui n'ont probablement pas le 

même impact biologique et clinique sur les tumeurs ce qui pourrait être à l'origine de ces 

différences.  

Des études récentes ont mis en évidence l’implication des mutations du gène PIK3CA 

dans la résistance à certains traitements dont notamment le traitement par trastuzumab, 

lapatinib  ou encore par anti-œstrogènes ou inhibiteurs de mTOR (52, 69, 84, 88, 90, 191-

194). Le statut mutationnel de PIK3CA pourrait servir de marqueur prédictif de la réponse au 

traitement par thérapies ciblées actuellement utilisées et pourrait ainsi devenir un critère de 

choix pour la décision thérapeutique. La dérégulation de la voie PI3Kinase, que ce soit par 

mutations activatrices de PIK3CA ou par perte d'expression de PTEN, représente donc une 

cible potentielle pour le développement de  nouvelles thérapeutiques anticancéreuses et pour 

pallier les résistances aux thérapeutiques déjà existantes. De nombreux inhibiteurs de 

PI3Kinase sont actuellement à l'étude afin d'évaluer l'impact du ciblage direct de cette kinase 

sur la réponse aux traitements. Certaines études portent sur des inhibiteurs ciblant l'ensemble 

des PI3Kinases (pan-inhibiteurs) (56) ou sur des inhibiteurs ciblant spécifiquement une 

isoforme de PI3Kinase (195). D'autres essais thérapeutiques étudient l'impact d'un double 

blocage de la voie de signalisation en associant des inhibiteurs de PI3K à des inhibiteurs de 
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mTOR (91, 196). Bien qu'une activité antiproliférative des inhibiteurs de PI3K ait été mise en 

évidence, elle reste cependant limitée notamment en monothérapie dans les cancers du sein 

métastatiques, ce qui laisse penser que d'autres mécanismes moléculaires compensent 

l'inhibition de cette kinase et influencent l'efficacité des traitements. Des études ont montré 

que les 2 voies PI3K/AKT/mTOR et RAS/RAF/MAPKinase sont interconnectées au niveau 

de multiples points de convergence, notamment au niveau de la protéine RAS, et peuvent se 

réguler par des boucles de rétrocontrôle expliquant les mécanismes d’échappement aux 

traitements. Ces deux voies ont la capacité de se réguler l'une et l'autre, ainsi le blocage de 

l'une peut entrainer l'activation de l'autre et donc la diminution de l'effet anti-tumoral (103). 

Le cross-talk entre ces 2 voies de signalisation a été souligné avec l’étude des inhibiteurs 

spécifiques de PI3K pour lesquels un impact sur ERK a été mis en évidence (197, 198). La 

découverte de ces mécanismes confirme l'intérêt d'une approche combinatoire des traitements 

afin d'obtenir un blocage complet de ces voies de signalisation et éviter l'activation de  

mécanismes compensatoires. 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

88 
 

IV.2.    Expression des phosphoprotéines des voies PI3K/AKT/mTOR et      
RAS/RAF/MAPKinase  

 
 

   Dans la série d'échantillons étudiée, nous avons comparé l'expression de 

P38MAPKinase et de sa forme phosphorylée p-P38MAPKinase, dans des échantillons de 

tumeurs mammaires en fonction des statuts RE, HER2+ et du grade SBR dans le but d'établir 

des corrélations entre ces différents paramètres et de mieux comprendre l'implication de la 

P38MAPKinase dans la cancérogenèse mammaire.  

La P38MAPKinase et sa forme phosphorylée sont exprimées dans la quasi totalité des 

échantillons analysés (98% des échantillons) ce qui concorde avec les résultats d'autres études 

qui montraient une expression de 100% pour P38MAPKinase et 89% pour p-P38MAPKinase 

en Western Blot et 70% en immunohistochimie (176). 

Nous avons mis en évidence  un niveau d’expression plus élevé de la P38MAPKinase dans 

les tumeurs RE+ que dans les tumeurs RE-, ce qui est en accord avec les données 

précédemment publiées (106, 114, 199). P38 semble avoir un impact sur les mécanismes 

moléculaires régissant les tumeurs hormono-dépendantes et pourrait être impliqué dans les 

mécanismes de résistances à certaines thérapies endocrines et notamment au tamoxifène. Des 

études ont en effet mis en évidence une corrélation entre le niveau d’expression de la 

P38MAPKinase et la résistance au tamoxifène dans les tumeurs surexprimant les récepteurs 

hormonaux (200, 201). Une augmentation du niveau d’expression de sa forme phosphorylée a 

également été mise en évidence dans les tumeurs résistantes au tamoxifène (114, 200). Ceci 

est dû à une interaction entre la P38MAPKinase et les voies des récepteurs œstrogéniques 

impliquées dans les mécanismes de prolifération et de développement tumoral. Il existe deux 

voies d’activation des récepteurs œstrogéniques: une voie classique transcriptionnelle ou 

génomique directe et une voie non génomique membranaire. Concernant la voie classique 

génomique œstrogénique, les REα agissent comme des facteurs de transcription ligand-

dépendant et régulent l’expression des gènes intervenant notamment dans la croissance, la 

prolifération et la survie cellulaire. Les RE peuvent également réguler la transcription des 

gènes sur des sites promoteurs non ERE (Estrogen responsive element)  spécifiques par un 

mode d'action "non classique" en interagissant avec d'autres facteurs de transcription ou avec 

des protéines co-activatrices (202) aboutissant à la transcription génomique. La voie non 

génomique, quant à elle, est une voie de signalisation stéroïdienne initiée à la membrane. 
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Cette voie est médiée par une forme particulière de RE situé au niveau de la membrane 

plasmique (203) et est indépendante de la fonction de transcription des RE (204). 

 Les anti-œstrogènes provoquent la suppression de la voie classique des RE (répression des 

fonctions génomiques de la voie classique des RE par le tamoxifène) et entrainent alors une 

activation de P38MAPKinase provoquant un "Switch" vers la voie non classique. La 

détermination de l'expression de la P38MAPKinase dans les cancers du sein pourrait ainsi 

représenter une nouvelle approche pour prédire la résistance à l’hormonothérapie. L'inhibition 

de P38 pourrait, elle, permettre de rétablir la sensibilité aux anti-œstrogènes (175).  

Plusieurs études ont également mis en évidence un phénomène de résistance au tamoxifène 

dans les tumeurs surexprimant HER2. La surexpression de HER2+ favoriserait la 

phosphorylation des RE et permettrait l’activation de la voie des œstrogènes même en 

présence de tamoxifène (205). Ces mécanismes expliquent pourquoi les tumeurs RE+ et 

HER2+ répondent moins bien au tamoxifène que les autres.  

 De nombreux inhibiteurs de P38 sont actuellement en cours d’évaluation comme potentiels 

nouveaux traitements anticancéreux. Il y a notamment le RWJ67657, un inhibiteur de P38 

évalué sur des modèles précliniques de carcinomes mammaires résistants au tamoxifène. Les 

résultats ont montré une diminution significative de P38 après exposition au RWJ67657 ainsi 

qu’une diminution des effets biologiques de cette MAPKinase notamment une diminution de 

l’activation de la voie des RE. Cet inhibiteur de P38 semble être prometteur pour le traitement 

des tumeurs résistantes au tamoxifène (201).  

D'autres études ont quant à elles mis en évidence une corrélation entre l'augmentation de la 

phosphorylation de la P38MAPKinase, la résistance au trastuzumab et le pouvoir invasif dans 

les tumeurs HER2+. Dans des cellules cancéreuses mammaires HER2+, résistantes au 

trastuzumab, une augmentation du niveau d’expression de p-P38 a été détectée et l’inhibition 

de cette kinase a permis la restauration de la sensibilité au trastuzumab (206).  

Notre étude n'a quant à elle mis en évidence aucune relation entre le statut HER2+ et 

l'expression de P38MAPkinase et de p-P38MAPkinase mais a en revanche démontré un 

niveau d'expression de P38 significativement plus faible dans les tumeurs triple-négatives que 

dans les autres types de tumeurs. Ces résultats devraient cependant être reconsidérés en 

étudiant spécifiquement le rôle et le comportement de chaque isoforme. En effet, il est 

important de distinguer les isoformes car il a été mis en évidence qu'elles pouvaient présenter 
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des actions différentes voire antagonistes (207) . Les dernières études montrent que l'isoforme 

γ joue un rôle important dans les tumeurs triple-négatives. Cette isoforme est corrélée au 

phénotype métastatique et "basal-like" (208). Elle joue notamment un rôle dans l'induction de 

l’arrêt du cycle cellulaire en phase G2/M (208) et a un impact sur la sensibilité des cellules 

aux inhibiteurs de topoisomérases (209). La stimulation du gène de la topoisomérase IIα par 

la P38MAPKinase γ contribue à augmenter le niveau de la topoisomérase II et améliorerait 

l’efficacité des inhibiteurs de topoisomérases II (175).  

Dans les cancers du sein, l'expression de la P38MAPKinase a précédemment été décrite 

comme un facteur de mauvais pronostic et corrélée au pouvoir invasif des tumeurs (114, 115, 

176, 210). La voie de la P38MAPKinase régule positivement l’expression de uPA (urokinase-

type plasminogen activator) qui permet la dégradation de la matrice extracellulaire et 

augmente alors le pouvoir invasif et métastatique des tumeurs. Ceci suggère que des 

inhibiteurs de P38 pourraient être utiles dans les tumeurs invasives (113, 211). Des niveaux 

d’expression plus élevés de p-P38 et de uPA ont été retrouvés dans des cellules à haut pouvoir 

métastatique (211). Des études visant à bloquer la prolifération des tumeurs en inhibant la 

P38MAPKinase ont mis en évidence que son inhibition bloquait la prolifération et 

particulièrement concernant les tumeurs RE- et P53 mutées. Cette découverte est intéressante 

pour les tumeurs agressives triple-négatives, P53 mutées, pour lesquelles les traitements 

actuels ont une efficacité limitée (105).  

 Il a également été mis en évidence que la P38 régulait la dégradation des RE α par le 

protéasome. La P38 phosphoryle les RE et la protéine SKP2 (S-phase kinase-associated 

protein 2). Ce qui permet l'ubiquitination des RE par SKP2 permettant leurs dégradations par 

le protéasome. Des études ont notamment montré un taux élevé de SKP2 dans les tumeurs 

agressives et RE-. L’utilisation d’inhibiteurs de P38 pourrait également dans ce contexte être 

utile pour inhiber l'ubiquitination par SKP2 et donc la dégradation par le protéasome des RE 

et pourrait restaurer la sensibilité aux thérapies endocrines (212).  

Concernant maintenant l'étude de p-ERK et de p-AKT, nous avons retrouvé une expression de 

la phosphoprotéine p-ERK dans 73% des tumeurs analysées, ce qui est concordant avec les 

données précédemment publiées (69 et 96 %) (176, 213, 214). On constate de plus que son 

expression est plus importante dans les tumeurs de haut grade (grade SBR III) tout comme 

d’autres études qui mettent en évidence un lien entre l’activation de ERK et la prolifération 

des cancers (215).   
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 Une expression de p-AKT a quant à elle été détectée dans 38% des échantillons analysés, et 

son niveau d’expression est plus important dans les tumeurs HER2+. Ceci corrobore les 

résultats d'autres études (214).  

 Pour finir, nous n’avons trouvé aucune corrélation entre l’expression de p-AKT, p-ERK, 

P38MAPKinase et p-P38MAPKinase que ce soit dans la population totale ou dans les sous 

populations RE+, HER2+ ou triple-négatives, ce qui est en accord avec la littérature.  

 L'ensemble de ces données montre l'implication majeure des voies de signalisation 

PI3K/AKT/mTOR et RAS/RAF/MAPKinase dans la cancérogenèse mammaire et témoigne 

de la complexité des mécanismes mis en jeu. Les résultats confirment plus particulièrement 

l'existence d'une corrélation entre la P38MAPKinase et les tumeurs hormono-dépendantes ce 

qui concorde avec son implication probable dans le développement de résistance au traitement 

par tamoxifène. Il reste cependant de nombreux mécanismes à élucider pour comprendre 

l'implication de chacun de ces effecteurs dans la tumorigenèse mammaire.  
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V. Conclusion et perspectives                                                                                                     
 

Cette étude met en avant l’importance des voies de signalisation cellulaire dans la 

cancérogenèse mammaire et la complexité des mécanismes mis en jeu. La détermination du 

statut mutationnel du gène PIK3CA et du niveau d’expression de la P38MAPKinase pourrait 

être intéressante pour affiner la caractérisation moléculaire des tumeurs et prédire la réponse 

aux thérapies ciblées. L’utilisation de ces biomarqueurs pourrait permettre d’optimiser les 

critères utiles à la personnalisation des prescriptions et ainsi améliorer l’efficacité des 

thérapies ciblées.  

 

Cependant, cette étude, ainsi que les travaux précédemment publiés, ne permettent pas de 

déterminer précisément le rôle de ces biomarqueurs dans l’oncogenèse mammaire. Il reste 

nécessaire d’approfondir les investigations concernant les multiples mécanismes moléculaires 

impliqués dans le développement tumoral.  

 

Les voies PI3K/AKT/mTOR et RAS/RAF/MAPKinase sont donc des cibles prometteuses 

pour de nouvelles thérapeutiques dans le traitement du cancer du sein. De nombreux 

inhibiteurs ciblant ces voies sont actuellement à l’étude, notamment des inhibiteurs de PI3K, 

des inhibiteurs de mTOR ou encore des inhibiteurs de P38MAPKinase.  

La mise en évidence des multiples points de convergence entre les voies de signalisation et de 

leur capacité à se réguler mutuellement oriente actuellement les recherches vers l’évaluation 

de combinaisons d’inhibiteurs multikinase « dirty drugs » qui pourraient permettre un blocage 

complet des voies et éviter l’émergence de résistance.   

 
 Les perspectives de ce travail sont l'élaboration d’une étude prospective sur 

l’évaluation du statut mutationnel de PIK3CA et la détermination du niveau d’expression des 

phosphoprotéines des voies de signalisation sur une population plus importante, mais 

également l’évaluation de la réponse au traitement par thérapies ciblées sur cette population. 

La connaissance des voies de signalisation reste actuellement l’un des objectifs majeurs pour 

continuer à améliorer l’efficacité des traitements et comprendre la complexité des mécanismes 

régissant  l’oncogenèse.  
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ANNEXES 
 

Annexe 1: La classification TNM des cancers du sein  

 
 

Classification TNM 
 
T : Taille de la tumeur primitive  
 
Tx Détermination de la tumeur primitive impossible 
T0 Pas de signe de tumeur primitive (non palpable) 
Tis Carcinome in situ 
T1 Tumeur< 2cm dans sa plus grande dimension 
 T1mic : micro-invasion ≤0.1cm 
 T1a : Tumeur >0.1cm et ≤0.5cm 
 T1b : Tumeur> 0.5cm et ≤1cm 
 T1c : Tumeur > 1cm et ≤2cm 
T2 Tumeur >2 cm et ≤5 cm 
T3 Tumeur > 5cm 
T4 Tumeur de toute taille avec extension directe à la paroi thoracique (côtes, m. intercostaux, 

grand dentelé) (a) ou à la peau (b)  
 T4a : extension à la paroi thoracique 
 T4b : œdème y compris la «  peau d’orange » ou ulcération cutanée du sein, ou nodules de 

perméation cutanés limités au même sein 
 T4c : 4a et 4b 

 
 

N: Node, présence ou non d’une atteinte ganglionnaire  
 
Nx  Impossibilité d’apprécier l’atteinte ganglionnaire 
N0 Absence de signe d’envahissement ganglionnaire régional 
N1 Ganglions axillaires de niveau I et II homolatéraux mobiles 
N2 Métastases dans un ou plusieurs ganglions axillaires de niveau I et II homolatéraux fixés ou 

confluents ou dans un ou plusieurs ganglions mammaires internes homolatéraux 
cliniquement détectables en l’absence de métastase ganglionnaire axillaire cliniquement 
évidente 

 N2a : Métastases dans un ou plusieurs ganglions axillaires fixés entre eux ou à d’autres 
structures 

 N2b : Métastases cliniquement détectables uniquement dans les ganglions mammaires 
internes et en l’absence de métastase ganglionnaire axillaire cliniquement décelable 

N3 Métastases dans les ganglions sous-claviculaires homolatéraux (niveau III) avec ou sans 
envahissement ganglionnaire axillaire (niveau I et II) ou métastase ganglionnaire interne  
mammaire homolatérale cliniquement détectable en présence de métastase axillaire 
(niveau I et II) cliniquement évidente ou métastases ganglionnaires sous claviculaires 
homolatérales avec ou sans envahissement ganglionnaire axillaire ou mammaire interne 

 N3a : Métastase ganglionnaire sous-claviculaire 
 N3b : Métastase ganglionnaire mammaire interne et axillaire 
 N3c : Métastase ganglionnaire sus-claviculaire 

 
M : Présence ou absence de métastase 
 
Mx Renseignements insuffisants pour classer les métastases à distance  
M0 Absence de métastase à distance 
M1 Présence de métastase à distance  
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Annexe 2 
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Annexe 3 
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RESUME : 
 
 
Les voies de signalisation intracellulaire PI3K/AKT/mTOR et RAS/RAF/MAPKinase, situées en aval des 
récepteurs HER, ont une implication majeure en oncogenèse mammaire et sont étudiées pour trouver de 
nouvelles cibles thérapeutiques anticancéreuses. Le gène codant la sous-unité catalytique p110α de la PI3Kinase 
(PIK3CA) est muté dans 18 à 45% des carcinomes mammaires. Le but de l’étude était d’évaluer la signification 
clinique et l’intérêt théranostique du statut mutationnel du gène PIK3CA ainsi que le niveau d'expression des 
phosphoprotéines des voies PI3K/AKT/mTOR et RAS/RAF/MAPKinase dans les cancers du sein. La recherche 
des mutations des exons 9 et 20 du gène  PIK3CA a été réalisée par PCR-HRM sur 118 échantillons de tumeurs 
de sein inclus en paraffine et par PCR-ARMS Scorpion sur une population de 149 tumeurs de sein. L’étude du 
niveau d’expression des phosphoprotéines a, elle, été réalisée sur 45 échantillons congelés de tumeurs 
mammaires canalaires invasives par la technique BPA qui est une technique ELISA sur billes avec détection 
fluorimétrique.  
Concernant l’étude du statut mutationnel du gène PIK3CA, les mutations de l’exon 20 ont été plus fréquemment 
retrouvées dans les tumeurs de grade SBR II et III. L’étude des phosphoprotéines montre, quant à elle, que les 
niveaux d’expression de la P38MAPKinase et de sa forme phosphorylée sont significativement supérieurs dans 
les tumeurs RE+ et à l’inverse plus faibles dans les tumeurs triple-négatives.  
Le statut mutationnel du gène PIK3CA et le niveau d’expression de la P38MAPKinase pourraient être utilisés 
comme biomarqueurs prédictifs de la réponse aux thérapies ciblées, mais également comme marqueurs 
pronostiques, et ainsi améliorer la personnalisation thérapeutique.  
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