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Introduction Générale 
 

 Le cancer du sein constitue un véritable problème de santé publique. En 2012, il 

représentait 25,2% du total des nouveaux cas de cancers féminins et 14,7% du total des 

décès dans le monde (1). En France, avec près de 49000 nouveaux cas recensés la même 

année, le cancer du sein demeure le cancer le plus fréquemment diagnostiqué et la première 

cause de mortalité chez la femme (2, 3).  

L'apport de la biologie moléculaire ces vingt dernières années a permis d'établir que le 

cancer était une maladie de la signalisation cellulaire (4). La caractérisation des principales 

voies de signalisation et la détection de nombreuses altérations génomiques au niveau de 

celles-ci ont mis en évidence l'implication majeure de la signalisation cellulaire dans les 

processus de cancérogenèse. Des cibles moléculaires ont ainsi été identifiées et ont permis 

le développement de thérapeutiques dites ciblées.  

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 ainsi la toxicité. Le 

développement des thérapies ciblées a ainsi élargi les possibilités de traitement et a 

amélioré le pronostic de certains types de cancer du sein.  

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. Cette caractérisation est d'autant plus importante du fait de la grande 

hétérogénéité des cancers du sein qui rend la prise en charge complexe.  

Les applications cliniques découlant de la mise en évidence d'altérations génomiques restent 

cependant encore limitées. Actuellement, seuls quelques biomarqueurs sont utilisés en 

routine dans la pratique. Il s'agit notamment du statut HER2 (Human Epidermal Growth 

Factor Receptor 2) dont la surexpression et/ou l'amplification génique jouent un rôle dans 

les mécanismes tumoraux mais aussi du statut hormonal des tumeurs (recherche d'une 

surexpression des récepteurs aux œstrogènes et à la progestérone). Ce sont les seuls 

biomarqueurs qui bénéficient actuellement d'une thérapeutique ciblée pour le traitement 

des cancers du sein.    
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De nombreuses autres altérations sont retrouvées dans les cancers du sein, parmi lesquelles 

nous pouvons citer les mutations du gène P53 qui sont les plus fréquentes (20 à 40% des cas) 

mais aussi les mutations du gène PIK3CA retrouvées dans 25% des tumeurs mammaires (5-

9). De nombreuses molécules ciblant entre autres ces anomalies font actuellement l'objet 

d'essais cliniques.  

Malgré des progrès importants aussi bien thérapeutiques que technologiques, de nombreux 

mécanismes impliqués dans la cancérogenèse ainsi que dans le développement des 

résistances aux traitements restent encore à élucider. L'amélioration de la connaissance des 

voies de signalisation et des différents effecteurs qui les constituent est indispensable pour 

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

diagnostiques, prédictifs de réponse aux traitements que pronostiques.  
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I. Introduction bibliographique et objectifs du travail 

I.1. Le cancer du sein - Généralités 

 

 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 (Figure 1) (10, 11). 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 (11).  

 

 

Figure 1: Structure de la glande mammaire en coupe sagittale 

La glande mammaire est constituée 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). D'après le site internet de la ligue contre le cancer: https://www.ligue-
cancer.net/. 
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Les cancers du sein sont classés selon la classification TNM (Tumor, Node, Metastasis). Cette 

classification prend en compte trois critères afin de caractériser l'agressivité de la tumeur et 

de définir plusieurs stades de tumeurs mammaires allant de I à IV. Le T fait référence à la 

taille de la tumeur primitive, le N (pour Node) à la présence ou non d’un envahissement 

ganglionnaire lymphatique, et le M à la présence ou non de métastases (Tableau I). 

 

Tableau I: Classification TNM du cancer du sein, 7e édition 2010. D'après le Guide d'Affection Longue Durée 
de la HAS et de l'INCa "Tumeur maligne, affection maligne du tissu lymphatique ou hématopoïétique - Cancer 
du sein", Janvier 2010.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

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 
  
 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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Il existe également un grade  histopronostique  des tumeurs basé lui aussi sur 3 critères. Ces 

critères sont l’architecture de la tumeur (formations tubulo-glandulaires au sein de la 

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

(fonction du diamètre du champ). Il s'agit du grade de Scarff-Bloom et Richardson, grade 

SBR, qui permet de distinguer les tumeurs de bon pronostic, de grade  SBR 1, les tumeurs de 

pronostic intermédiaire, de grade  SBR 2,  de celles  de mauvais pronostic, de grade SBR 3 

(Tableau II).  

 

 Tableau II: Le grade SBR modifié par Elston et Ellis. D'après le Référentiel Interrégional (Alsace, 
 Bourgogne, Franche-Comté, Lorraine) de prise en charge du cancer du sein 2012 (12). 

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 

 

 

 

 

 

 



22 
 

 I.2. Signalisation cellulaire et cancérogenèse mammaire 

 

 L'étude de la signalisation cellulaire et la caractérisation de nombreuses voies ces 20 

dernières années ont clairement établi leurs implications dans les processus de 

cancérogenèse. Ces voies de signalisation qui assurent normalement la régulation des 

fonctions cellulaires et le maintien de l'homéostasie cellulaire sont le siège de nombreuses 

anomalies génomiques et sont pour certaines fréquemment retrouvées dérégulées dans de 

nombreux cancers. L'activation des voies de signalisation se fait en amont via des récepteurs 

transmembranaires, les récepteurs à activité tyrosine kinase (RTK).  

 

I.2.1. Les récepteurs à activité tyrosine kinase 

 

 En amont de ces voies de signalisation, sont présents des récepteurs à activité tyrosine 

kinase. Ces récepteurs sont des glycoprotéines transmembranaires possédant des 

caractéristiques structurales et fonctionnelles similaires (4). Il existe 20 familles de RTK  

parmi lesquelles 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 2) 

(4, 13, 14). Ces récepteurs sont des éléments essentiels du processus de tumorigenèse. Une 

surexpression, une amplification, ou la présence de mutations activatrices au niveau du 

domaine kinase de ces récepteurs peuvent aboutir à une hyperactivation des voies de 

signalisation en aval (15, 16).  
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Figure 2: Les récepteurs à activité tyrosine kinase.  
Il existe 20 familles de récepteurs à activité tyrosine kinase. Ces récepteurs sont formés d’une partie 
extramembranaire, d'une partie transmembranaire et d’une partie intracytoplasmique responsable de l’activité 
tyrosine kinase. D'après Lemmon M. et al. (17). 
 

I.2. 1.1. 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 (4).  

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) (15, 18). 
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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 α 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 3) (4, 15, 18-21).  

 

Figure 3: Structure des récepteurs HER 

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. D'après Hubert P. (22). 
 

Les récepteurs HER sont activés par la liaison d’une famille de ligands contenant un domaine 

EGF-like. 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’amphiréguline (AR). Le deuxième groupe comprend la béta-celluline (BTC), l’heparine 

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

double en liant EGFR et HER4. Le troisième groupe est composé de neurorégulines (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) (4).  
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HER2 ne possède quant à lui pas de ligand identifié. Sa conformation le rend 

constitutivement actif et rend sa dimérisation possible en permanence (Figure 4) (18-20).  

 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 entraîne 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). 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) (15, 

18, 23). 

 

Figure 4: Les 4 récepteurs HER dimérisés et leurs ligands 
Les récepteurs HER s'homo/hétérodimérisent de façon non covalente en présence du ligand ce qui conduit à 
leurs activations. D'après Linardou H. et al. (24).  
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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 (25). Des 

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

surexpressions sont particulièrement retrouvées dans les tumeurs solides et notamment 

dans les cancers du sein (15).  

C'est notamment le cas du récepteur HER2. Le récepteur HER2 est une glycoprotéine 

transmembranaire de 185 kDa constituée de 1255 acides aminés (AA) (26, 27). L'oncogène 

HER2 qui code cette protéine a été identifié dans le milieu des années 1980. Il est situé sur le 

bras long du chromosome 17 (17q12) (26-29). Le récepteur HER2 est surexprimé dans 20 à 

30% des cancers du sein (27, 30). Cette surexpression était auparavant synonyme de 

mauvais pronostic. Mais depuis ces 20 dernières années, plusieurs thérapeutiques anti-HER2 

ont été développées : des anticorps monoclonaux tels que le trastuzumab, le pertuzumab, et 

le T-DM1 mais également un inhibiteur de tyrosine kinase, le lapatinib. L'arrivée de ces 

molécules sur le marché et particulièrement celle du trastuzumab a considérablement 

amélioré le pronostic des cancers du sein HER2+.  

Une surexpression de ce récepteur est également retrouvée dans d'autres types de tumeurs 

notamment dans certaines tumeurs digestives, génitales et bronchiques, mais avec une 

fréquence beaucoup plus faible (30). Ces récepteurs suscitent donc un grand intérêt en tant 

que cibles de nouvelles thérapeutiques anticancéreuses (21).  

 

I.2.1.2. Le récepteur IGF1 (IGF1-R) 

 

 Le récepteur à l'IGF1 est une glycoprotéine transmembranaire à activité tyrosine kinase 

qui présente une forte affinité pour l'IGF1 (Insulin Growth Factor 1). Il lie également l'IGF2 

(Insulin Growth Factor 2) et l'insuline mais avec une affinité plus faible. Il s'agit d'un 

hétérotétramère constitué de 4 sous unités: 2 sous-unités α et 2 sous-unités β (31). IGFR-1 

est impliqué dans la croissance cellulaire et la survie et joue un rôle dans la tumorigenèse 

mammaire (32). Il a été mis en évidence que ce récepteur était impliqué dans le pouvoir 

invasif et métastatique des cancers du sein ainsi que dans la résistance à certains 

traitements (33). Il est retrouvé sous forme active dans plus de 50% des cancers du sein. Son 

expression et sa fonction diffèrent en fonction des sous types de tumeurs mammaires (34). 

La fixation d'un ligand au récepteur conduit à sa phophorylation et à son activation qui par 
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l'intermédiaire de IRS1 (Insulin Receptor Substrate 1) permet l'activation de 2 voies majeures 

de la signalisation : la voie PI3K/AKT/mTOR et la voie RAS/RAF/MAPKinases (32, 34). 

 

I.2.2. Signalisation en aval des récepteurs à activité tyrosine kinase  

 

 Les voies de signalisation cellulaire permettent le maintien de l’homéostasie cellulaire 

en régulant les principales fonctions cellulaires telles que la prolifération, la différenciation, 

les phénomènes d’adhésion, de migration, de survie, de mort cellulaire ainsi que les 

mécanismes de l'angiogenèse (5, 35). Deux voies de signalisation ont été particulièrement 

étudiées ces dernières années. Il s'agit des voies PI3K/AKT/mTOR et RAS/RAF/MAPKinases. 

Ces deux voies ont une implication majeure en oncogenèse mammaire et sont souvent 

étudiées comme cibles potentielles de nouvelles thérapeutiques anticancéreuses (Figure 5). 

Les voies PI3K/AKT/mTOR et RAS/RAF/MAPKinases 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 leur permet de se réguler mutuellement en 

fonction des conditions cellulaires. Il existe de nombreux cross-talk entre ces 2 voies 

notamment au niveau de PI3K et de RAS (36-38) (Figure 5). Il a également été mis en 

évidence une boucle de rétrocontrôle négatif impliquant S6K-IRS1-PI3K-RAS ainsi qu'une 

convergence au niveau de mTORC1 (mammalian Target Of Rapamycin Complex 1) (37, 39, 

40). 

 

Figure 5: Les voies de signalisation PI3K/AKT/mTOR et RAS/RAF/MAPKinases 

Les voies de signalisation PI3K/AKT/mTOR et RAS/RAF/MAPKinases font intervenir de nombreux effecteurs et 
sont interconnectées à plusieurs niveaux.  
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I.2.2.1. 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 (5, 35). Cette voie est dérégulée dans de nombreux cancers et 

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

pouvant être mutées, délétées ou surexprimées selon les cas (5, 6, 41, 42).  

 

 La PI3Kinase (PI3K)  

 

Les PI3Kinases 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. 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 (43). 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 (43-46). 

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 
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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 5) (4-6, 38, 43, 44, 47, 48). 

 

 PTEN 

 

PI3K peut être régulée négativement par une phosphatase, la protéine 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 (49, 50).  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 (5, 50, 51) et régule ainsi la 

fonction de PI3K ce qui aboutit à la régulation négative de l'expression d'AKT (Figure 6). Elle 

empêche la croissance tumorale en antagonisant l’activité tyrosine kinase et réduit ainsi 

l’envahissement cellulaire tumoral et métastatique (46). 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 (43, 

46, 52-54). 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 

(55). 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 d'expression de PTEN est liée à 

une mauvaise réponse au traitement par trastuzumab (55-59). PTEN pourrait être un facteur 

prédictif de réponse au trastuzumab.  
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Figure 6: Activités catalytiques de PI3K et PTEN 
PI3K phosphoryle PIP2 en PIP3. PTEN régule négativement la voie PI3Kinase en déphosphorylant PIP3 en PIP2. 
D'après J. Robert (4). 
 
 
 

 AKT 

 

AKT également appelée Protéine kinase B (PKB) est une sérine thréonine kinase de 59 kDa, 

appartenant au groupe des kinases AGC (60). Il existe 3 isoformes de cette kinase: AKT1 

(PKBα), AKT2 (PKBβ) et AKT (PKBγ) codées par des gènes distincts (61). L'activité d’AKT est 

modulée en amont par la PI3Kinase. Par l'intermédiaire de son domaine PH terminal 

(domaine d'homologie à la pleckstrine) situé en N-terminal, AKT est recrutée à la membrane 

au niveau des sites contenant PIP-3 et PIP-2 générés par la PI3kinase. Une fois recrutée à la 

membrane, AKT1 est doublement phosphorylée à la fois au niveau du domaine catalytique 

(thr308) par PDK1 (Phosphoinositide-Dependent Kinase 1) et au niveau du domaine 

hydrophobe carboxy terminal (Ser473) par mTORC2 (mammalian Target Of Rapamycin 

Complex 2) (62). AKT est transitoirement localisée à la membrane pendant son activation et 

peut phosphoryler et donc activer de nombreuses protéines cytosoliques ou nucléaires 

impliquées dans la régulation de la croissance et de la survie cellulaire (60, 62, 63) dont 

notamment GSK-3 (Glycogen Synthase 3β), FOXO (Forkhead transcription factor) et TSC-2 

(Tuberous Sclerosis Complex 2) (43) (Figure 7). AKT joue donc un rôle majeur dans la 

régulation de nombreuses fonctions cellulaires. Des études ont mis en évidence qu'AKT était 

activée dans de nombreux cancers, cette activation pouvant être le résultat d'une 

amplification génique ou de mutations activatrices (43, 61). Une augmentation de sa 

phosphorylation a été observée dans les cancers bronchiques, les leucémies myéloïdes, les 

cancers de la prostate ainsi que dans les cancers du sein (64-66).  
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Bien que les mécanismes à l'origine de cette activation ne soient pas totalement élucidés, 

cette activation joue un rôle clef dans le développement tumoral.  

 

 

Figure 7: Substrats et fonctions cellulaires régulées par AKT 

AKT est responsable de la phosphorylation de nombreux substrats permettant la régulation de multiples 
fonctions cellulaires telles que la survie, la croissance cellulaire, la prolifération et l'angiogenèse. D'après 
Manning BD. et al. (63). 
 
 
 

 mTOR 

 

mTOR est une sérine thréonine kinase de 289 kDa initialement décrite comme la cible d'un 

macrolide immunosuppresseur, la rapamycine (39, 67). La rapamycine bloque l'activité de 

mTOR en se liant à l'immunophilline (FKBP12). Le complexe rapamycine/FKBP12 se lie 

ensuite à mTOR empêchant ainsi la  transduction du signal en aval (67-69).   

Située en aval de PI3K, cette kinase est impliquée dans la progression des cellules de la 

phase G1 à la phase S, ainsi que dans de nombreux autres signaux cellulaires (67). Elle régule 

le métabolisme cellulaire, la croissance, la prolifération et la survie cellulaire, et est 

également impliquée dans l'autophagie, la transcription des gènes, et la biosynthèse des 

ribosomes (70). mTOR est hyperactivée dans de nombreux cancers. Cette hyperactivation 

peut être due à des mutations, des amplifications ou à la perte de la régulation en amont 

(39, 71, 72).  

mTOR est constituée de 2 complexes protéiques: mTORC1 (mammalian Target Of Rapamycin 

Complex 1) et mTORC2 (mammalian Target Of Rapamycin Complex 2) qui diffèrent dans leur 

composition, leur régulation ainsi que dans leur fonction (67, 70, 71, 73).  
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 mTORC1 

 

mTORC1 est composé d'une sous unité régulatrice Raptor (Regulatory associated protein of 

mTOR) qui permet le recrutement de substrats pour la phosphorylation du domaine kinase 

de mTOR. Ce complexe est également constitué de la protéine mLST8 (mammalian Lethal 

with Sec13 protein 8, aussi appelée GβL), de PRAS40 (Proline-Rich AKT Substrate 40) et de la 

protéine Deptor (DEP domain-containing mTOR-interacting protein) (39, 70, 73). mTORC1 

contrôle la croissance cellulaire, la transcription, la traduction ainsi que les processus post-

traductionnels (73). L'activité de mTORC1 est régulée par 2 suppresseurs de tumeurs TSC1 et 

TSC2 (Tuberous Sclerosis Complex 1 et 2). TSC 2 est une GTPase Activating Protein (GAP) qui 

réprime la petite protéine G Rheb-GTPase (Ras homolog enriched in brain) qui lorsqu'elle est 

liée au GTP est un puissant activateur de mTORC1. La phosphorylation de TSC2 par AKT 

et/ou ERK (Extracellular signal-Regulated Kinases) ou encore P90RSK (P90 Ribosomal S6 

Kinase) entraîne l'inhibition de l'activité de TSC2 sur Rheb conduisant à l'activation de 

mTORC1 (43, 67, 73). D'autres mécanismes d'activation de mTORC1 faisant intervenir 

FKBP38 (FK506 Binding Protein 38) ou encore PLD1 (Phospholipase D1) ont été proposés, 

mais ces mécanismes restent partiellement élucidés (73). mTORC1 joue un rôle important 

dans la voie de signalisation IGF. Il contrôle également deux régulateurs de la synthèse 

protéique S6K 1/2 et 4EBP1 (4E Binding protein 1) (67, 69, 73). D'une part, mTORC1 

phosphoryle et active S6K1 et 2 permettant ainsi la synthèse protéique, d'autre part il 

phosphoryle et inactive 4EBP1 entrainant de ce fait la levée de l'inhibition de eIf4E 

(eukariotic Initiation factor 4E)  (10, 37, 43, 70). mTORC1 exerce également un rétrocontrôle 

négatif sur la voie PI3K  via S6K1 et IRS1 (37, 39, 71) (Figure 8).  

 

 mTORC2  

 

mTORC2 est quant à lui composé d'un polypeptide appelé Rictor (Rapamycin insensitive 

companion of m-TOR), ainsi que des protéine Protor, mSIN-1 (mammalian stress-activated 

protein kinase interacting protein), Deptor et mLST8 (39, 67, 70, 73).  mTORC2  phosphoryle 

et active des protéines du groupe AGC kinases et notamment AKT par phosphorylation de 

son résidu Sérine 473 ce qui entraine la phosphorylation de nombreux substrats en aval. 
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mTORC2 est impliqué dans la progression cellulaire, le métabolisme et la coordination du 

cytosquelette (67, 71, 73) (Figure 8).  

 

 

Figure 8: Composition et cibles des complexes mTORC1 et mTORC2 

La sérine/thréonine kinase mTOR est constituée de 2 complexes protéiques: mTORC1 et mTORC2. Ces 2 
complexes présentent une composition différente mais également des fonctions différentes au sein des voies 
de signalisation cellulaire. D'après Huber TB. et al. (74). 
 

 P70S6K (Phospho-70 Sérine 6 Kinase) 

 

La phospho-70 sérine 6 Kinase (P70S6K) appartient à la famille des S6-Kinases qui est 

constituée de 2 isoformes : la p70 et la p85-S6 kinase (75). P70S6K catalyse la 

phosphorylation de la protéine S6 qui est un des constituant de la sous unité 40 des 

ribosomes chez les eucaryotes (76, 77). Cette kinase joue donc un rôle dans la transcription 

des ARNm et dans la synthèse protéique (76, 78). Elle joue un rôle dans la progression du 

cycle cellulaire (79). P70S6K possède plus d'une dizaine de sites de phosphorylation (80). Son 

activation résulte d'une série complexe de phosphorylations. P70S6K peut être activée par 

mTOR (Thr389 et Thr 412), et AKT suite à sa phosphorylation par PDK1 ou directement par 

phosphorylation par PDK1 (80-82).  
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 GSK3 

 

GSK3 est une sérine thréonine kinase multifonctionnelle. Cette kinase est ubiquitaire mais se 

situe préférentiellement dans le cytoplasme.  

Il existe 2 isoformes de GSK3: GSK3α et GSK3β codées par 2 gènes distincts (83). Cette kinase 

se situe au cœur de la régulation de nombreux processus physiologiques, tels que le 

métabolisme du glycogène, la transcription génique, l'apoptose, la stabilité des 

microtubules, et le transport vésiculaire intracellulaire. Elle intervient dans de nombreuses 

voies de signalisation et notamment dans la voie Wnt/β-caténine (83-85). GSK3 est 

négativement régulée par l'insuline et les voies de signalisation Wnt et  Reelin et joue un rôle 

majeur dans la voie de signalisation Hedgehog (86). 

Elle présente la particularité d'être normalement active dans les cellules au repos. GSK3 est 

une des cibles principales d'AKT (87).  

 

I.2.2.2. La voie RAS/RAF/MAPKinases 

 

 La voie RAS/RAF/MAPKinases est une des principales voies de prolifération cellulaire.  

Elle joue un rôle clef dans la régulation de nombreuses fonctions cellulaires, dont la 

prolifération, la survie, la différenciation, la migration cellulaire ainsi que l'angiogenèse (88, 

89). Cette voie située en aval des RTK, et particulièrement en aval de l’EGFR fait intervenir de 

nombreuses kinases dont le recrutement conduit à l’activation de facteurs de transcription 

(4).  

La voie RAS/RAF/MAPKinases a suscité de nombreux travaux ces 20 dernières années qui ont 

mis en évidence de nombreuses altérations oncogéniques (4). Cette voie est dérégulée dans 

de nombreux cancers et notamment dans le cancer du sein, ce qui fait d'elle une des voies 

privilégiées du ciblage thérapeutique (90). La transduction du signal au niveau de cette voie 

se fait via une cascade de phosphorylation faisant intervenir de nombreux effecteurs dont 

les protéines RAS, RAF, ERK, et MEK (Mitogen-activated Extracellular signal regulated Kinase-

activating kinase) et P90RSK (P-90 ribosomal S6 Kinase) (Figure 9).  

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

RAS/RAF/MAPKinases, entraine le recrutement d’une protéine adaptatrice possédant un 

domaine SH2, la protéine Grb2. Cette protéine est ensuite recrutée par la protéine SOS1 
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(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 qui est à son 

tour phosphorylée. RAF phosphoryle ensuite la protéine MEK qui phosphorylera la protéine 

ERK. La protéine ERK permet l'activation de P90RSK. Cette cascade de phosphorylation 

aboutit à l’activation de facteurs de transcription, gouvernant la transcription de nombreux 

gènes nécessaires à la réplication de l’ADN et à la mitose (Figure 5) (4, 15, 88, 90-92).   

 

 RAS 

 

La protéine RAS est une petite protéine de 21 000 daltons à activité  GTPasique. On distingue 

4 isoformes : KRAS A, KRAS B, NRAS, HRAS codées par les gènes KRAS HRAS et NRAS (38, 88). 

La protéine RAS existe sous 2 formes: une forme liée au GDP qui correspond à la forme 

inactive et une forme active liée au GTP. Le passage de la forme RAS-GDP à RAS-GTP est 

catalysé par GEF (Guanine nucleotide Exchange Factor), et la réaction inverse par la GTPase 

GAP (GTPase-Activating Protein) (93). Une fois en conformation active, elle entraine une 

cascade de phosphorylation qui permet la transduction intracellulaire du signal. Elle recrute 

la protéine RAF qui est alors phosphorylée (88, 94, 95).  

Des mutations des gènes RAS sont retrouvées dans plusieurs types de cancers et 

particulièrement dans les cancers colorectaux. Les mutations de ces gènes sont à l'inverse 

très rares dans les tumeurs mammaires néanmoins une suractivation de cette voie est 

fréquemment retrouvée dans ce type de tumeurs (96, 97).  

 

 RAF 

 

Dans la famille des RAF Kinases, on distingue trois sérine/thréonine kinases: la protéine BRAF 

codée par le gène BRAF situé sur le bras long du chromosome 7 en position 34 (7q34), la 

protéine ARAF codée par le gène ARAF situé sur le chromosome X en position Xp.11.23 ainsi 

que la protéine RAF-1 encore appelée C-RAF codée par le gène RAF-1 situé sur le bras court 

du chromosome 3 en position 25 (3p25) (98, 99). Les RAF Kinases sont des MAPKinase kinase 

kinases (MAPKKKs) qui une fois phosphorylées peuvent à leur tour activer et phosphoryler 

MEK (38). Des mutations activatrices de BRAF sont retrouvées dans le mélanome 
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métastatique et ont valeur de marqueurs prédictifs de la réponse aux anti-BRAF (100). Dans 

les cancers colorectaux, ces mutations ont uniquement une valeur pronostique. La présence 

de ces mutations est extrêmement rare dans les tumeurs mammaires (101).  

 

 MEK 

 

MEK est également une sérine/thréonine kinase et fait partie des  MAPKinase kinases 

(MAPKKs). On distingue trois isoformes présentant 85% d'homologie : MEK1, protéine de 

45kDa codée par le gène MEK1 situé en 15q21, MEK1b qui est une protéine inactive de 

43kDa et MEK2 protéine de 46kDa codée par le gène MEK2 en position 7q32 (102). Une fois 

activée par double phosphorylation aux niveaux de 2 résidus sérine par RAF, MEK active à 

son tour ERK par une double phosphorylation au niveau d'un résidu tyrosine et d'un résidu 

thréonine (102).  

 

 ERK  

 

ERK est une sérine thréonine kinase. On distingue 2 isoformes présentant 84% d'homologie: 

ERK1 et 2 (88, 89). ERK occupe une position clef dans la signalisation cellulaire.  Elle est 

impliquée dans la voie RAS/RAF/MAPKinases mais peut être activée indépendamment de 

cette voie par des stimuli pro-inflammatoires tels que les cytokines, le TNF (Tumor Necrosis 

Factor) ou encore les lipopolysaccharides (103). Son activation est donc contrôlée par 

plusieurs mécanismes distincts et peut donc affecter de nombreuses fonctions cellulaires 

telles que la prolifération, la survie, l'apoptose, la transcription, le métabolisme et la 

différenciation. Elle peut phosphoryler et activer plus d'une centaine de substrats aussi bien 

nucléaires que cytoplasmiques incluant les molécules de régulation et les facteurs de 

transcription (89, 104).  
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 P90RSK  

 P90RSK est une sérine/thréonine de 90 kDa appartenant à la famille des RSK. Elle est codée 

par le gène RPS6KA1 (= P9RSK1) situé sur le chromosome 1 en position p36.11, et est 

exprimée de façon ubiquitaire dans les tissus. Elle possède 2 domaines kinases. Il existe 4 

isoformes de cette enzyme (RSK1-4) directement activées par ERK1/2. P90RSK phosphoryle 

et active de nombreux substrats dont notamment S6K. P90RSK agit en aval de la voie 

ERK/MAPKinase. Une hyperactivation de cette kinase a été mise en évidence dans de 

nombreuses maladies et notamment dans les cancers de la prostate et du sein. Elle pourrait 

donc être potentiellement utilisée comme marqueur prédictif de réponse à certains 

traitements (105-107).  

Les différents effecteurs impliqués dans les voies de signalisation PI3K/AKT/mTOR et 

RAS/RAF/MAPKinases sont résumés dans la figure 9. 

 

 

Figure 9: Les différents effecteurs intervenant dans les voies de signalisation PI3K/AKT/mTOR et 

RAS/RAF/MAPKinases  

Les voies PI3K/AKT/mTOR et RAS/RAF/MAPKinases font intervenir de multiples effecteurs. Ces deux voies se 
régulent mutuellement et sont activées par des récepteurs à activité tyrosine kinase tels que l'IGFR ou les 

récepteurs HER. D'après Song MS. et al. (108). 
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I.2.2.3. La voie P38MAPKinase 

 

 La P38MAPKinase appartient à la famille des MAPKinases. Il existe 4 isoformes: la P38 α 

(MAPK-14), la P38  (MAPK-13), la P38  (MAPK-11) et la P38 (MAPK-12) chacune codée par 

un gène distinct (103). La première à avoir été isolée est la P38 α. Cette isoforme de 38 kDa 

est 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 

(109-111). 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 (109, 112-

114). 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 (112, 115). Les P38MAPKinases sont activées par MEK3 et MEK6 qui sont, elles-

mêmes, activées par de nombreuses MAPKKKs activées par des signaux de stress, d'hypoxie, 

d'ischémie et d'inflammation. MEK6 active indifféremment les 4 isoformes alors que MEK3 

phosphoryle préférentiellement la P38α et la P38β (103).  

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

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

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

également du type cellulaire (Figure 10) (112, 113, 116). Une fois activée, P38 peut activer à 

son tour de nombreux facteurs de transcription dont notamment ATF-1 et 2 (Activating 

Transcription Factor 1 et 2) , GADD153 (Growth Arrest- and DNA Damage-inducible gene 

153), MEF (Myocyte Enhancer Factor) ou encore CREB (C-AMP Response Element-Binding 

protein) (116).  

Cette famille peut être divisée en 2 groupes avec d’un côté 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% 

(109). 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 (111, 117).  
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Un niveau d’expression élevé de la P38MAPKinase a été retrouvé dans certaines tumeurs 

mammaires et a été défini comme facteur de mauvais pronostic (111).  

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 (118). 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 

(119). On note par ailleurs 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 (120).  

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

totalement élucidés, cette kinase joue un rôle fondamental dans la prolifération cellulaire ce 

qui justifie l'intérêt porté au développement d’inhibiteurs de P38.  

 

 

 

Figure 10: Voies de signalisation des MAPKinases 

La P38MAPKinase  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. Elle peut être activée par différentes 
kinases dont MKK3, 4, 6 et 7. D'après Wagner EF. et al. (121). 
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I .3. Hétérogénéité moléculaire des cancers du sein 

 

       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 de les classer en différents sous-types (122). La 

première classification moléculaire du cancer du sein a été proposée en 2000  par Perou et 

al. (123). 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 positif, le sous-type basal-like et le normal-like. 

En 2001, cette classification a été précisée par Sorlié et al. avec une division des tumeurs 

luminales en trois sous-types A, B, C (124). 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) 

(125).  

En 2003, Sotiriou et al. a démontré l’existence de 6 groupes 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 (126). 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 (127, 128), et que de nombreux marqueurs 

potentiels aient été mis en évidence, actuellement seuls le statut hormonal et le statut HER2 

sont utilisés en routine.  

Les principales caractéristiques des différents sous-types moléculaires sont décrites dans le 

tableau III. 
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 Tableau III: 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 
 Médullaire 
 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 
infiltrant 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 

 

Cette classification 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. Elle permet de proposer aux patients des traitements adaptés aux 

caractéristiques de la tumeur. Ceci est notamment le cas pour les cancers surexprimant 

HER2 qui peuvent bénéficier de thérapies anti-HER2 (trastuzumab, lapatinib, pertuzumab, 

trastuzumab-emtansine) ou encore pour les tumeurs hormonodépendantes qui elles sont 

traitées par hormonothérapie (tamoxifène, anastrozole, letrozole, exemestane, fulvestrant). 

Les recherches actuelles ont pour but d'identifier de nouveaux biomarqueurs d’intérêt et 

ainsi de développer le ciblage moléculaire, l’objectif étant d'obtenir une action ciblée du 

médicament et d'améliorer ainsi l’efficacité thérapeutique tout en limitant les toxicités.  
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I.4. Thérapies ciblées dans le traitement du cancer du sein  

 

 La mise en évidence d'altérations moléculaires au sein des tumeurs a permis 

l'identification de nouvelles cibles thérapeutiques et le développement de molécules 

dirigées contre celles-ci appelées thérapies ciblées. Le profil biologique de la tumeur oriente 

ainsi la décision thérapeutique.  

Il existe deux types de thérapies ciblées : les anticorps monoclonaux qui sont des molécules 

administrées par voie injectable et les inhibiteurs de tyrosine kinase, administrés per os. Il 

existe 4 anticorps monoclonaux et 2 inhibiteurs de kinase utilisés dans le traitement du 

cancer du sein.  

 

I.4.1. Les anticorps monoclonaux  

 

Les anticorps monoclonaux 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 anticorps d’une même espèce) permettant la fixation sur 

les récepteurs membranaires (Figure 11).  

 

 

Figure 11: Structure d'un anticorps monoclonal de type IgG.  

Les anticorps 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. D’après Hansel TT et al . 
(129). 
 
 
 



43 
 

I.4.1.1. HERCEPTIN® Trastuzumab  

 

 Premier anti-HER2 mis sur le marché, le trastuzumab a obtenu son autorisation de mise 

sur le marché (AMM) en août 2000. Cet anticorps monoclonal est indiqué dans le traitement 

du cancer du sein précoce ou métastatique présentant soit une surexpression de HER2, soit 

une amplification génique validée. Ainsi, seules les tumeurs présentant un score 3+ en 

immunohistochimie ou un score 2+ et positives en FISH ou CISH/SISH sont éligibles pour le 

traitement par trastuzumab (130). 

Le trastuzumab est administré en hebdomadaire à la dose de  charge de 4mg/kg, suivi d’une 

dose d’entretien hebdomadaire de 2mg/kg ou toutes les 3 semaines avec une dose de 

charge de 8mg/kg et une dose d’entretien de 6mg/kg (130).  

Le trastuzumab est un anticorps monoclonal humanisé recombinant de type IgG 1 dirigé 

contre le domaine extracellulaire des récepteurs à activité tyrosine kinase HER2. Il se fixe 

plus précisément au sous-domaine IV du domaine extracellulaire de HER2, bloquant ainsi la 

signalisation cellulaire en aval de ce dernier (131, 132) (Figure 12). La diminution de 

l’activation des voies de signalisation en aval du récepteur est due à l’internalisation du 

récepteur et à sa dégradation par un système d’enzymes protéolytiques (133). En dehors de 

ce mécanisme d’action anti-HER2, il présente un mécanisme d’action immunologique de 

type ADCC, cytotoxicité à médiation cellulaire dépendante des anticorps. La reconnaissance 

et l’interaction du fragment Fc de cette IgG avec le domaine Fc γ du récepteur des cellules 

immunitaires de type cellules Natural Killer (NK), macrophages ou monocytes, conduisent à 

l’activation de ces cellules et donc à la lyse des cellules tumorales (133-135). Il a également 

été démontré que le trastuzumab avait une activité synergique ou additive avec les 

cytotoxiques, notamment avec les sels de platines et les taxanes (131, 136). Le trastuzumab 

a amélioré de façon significative le pronostic des patientes présentant un cancer du sein 

HER2+. Cependant on constate dans certaines situations un échappement au traitement en 

particulier du à la présence de mutations activatrices au niveau des voies de signalisation 

situées en aval (8).  
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Une forme sous-cutanée du trastuzumab est commercialisée depuis avril 2014 (Etude pivot 

de phase III HANNAH). Cette forme a été développée dans le but d’améliorer le confort des 

patientes avec la mise à disposition d’une voie d'administration moins invasive, permettant 

une durée de préparation et d'administration raccourcie.  

Cette formulation contient de la hyaluronidase humaine recombinante (rHuPH20), qui 

permet d'augmenter la dispersion et l'absorption de la molécule. Ce médicament est 

administré à la dose fixe de 600 mg, quel que soit le poids de la patiente, toutes les 3 

semaines pendant 2 à 5 minutes dans la cuisse (137).  

 

 

Figure 12: Site de fixation du trastuzumab.  

Le trastuzumab se lie au domaine IV du domaine extracellulaire du récepteur HER2. D'après Hubbard SR. et al. 
(138). 

 

I.4.1.2. KADCYLA® Trastuzumab/Emtansine  

 

 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. Le 

trastuzumab et le DM1 sont associés par un agent de liaison (agent de liaison+DM1= 

emtansine). 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 13). 

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

épargne les cellules saines contrairement à un traitement cytotoxique standard. L'étude de 

phase III EMILIA qui comparait 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 ou métastatique (traitées en première ligne par trastuzumab associé 

à un taxane) a mis en évidence une efficacité supérieure du T-DM1 (amélioration de la 

médiane de survie sans progression de 3,2 mois et de la médiane de survie globale de 5,8 

mois) et une toxicité moins importante du T-DM1 (139).  

 

Figure 13: Mécanisme d'action du T-DM1  

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. D’après Blackwell K. et al. abstract, ASCO 2012. 

 

I.4.1.3. PERJETA® Pertuzumab  

 

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 (Figure 14). 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/MAPKinases 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 épitope différent de HER2. 

Leur association entraine donc un double blocage du récepteur.  
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Le pertuzumab présente également un mécanisme d’action immunologique de type ADCC 

(134, 140).  

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 (PFS: progression 

free survival) de 6,1 mois dans le groupe traité avec le pertuzumab (141, 142). 

 

Figure 14: Site de fixation du pertuzumab 

le pertuzumab se lie au domaine II du domaine extracellulaire du récepteur HER2. D'après Hubbard SR. et al. 
(138).  
 
 

I.4.1.4. AVASTIN® Bévacizumab 

  

 Le bévacizumab est un anticorps monoclonal recombinant humanisé anti-VEGF qui 

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. Il possède donc une action anti-angiogénique. Il est indiqué dans le 

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

Cet anticorps monoclonal a obtenu son AMM pour le traitement du cancer du sein en mars 

2007 suite à l'étude E2100 qui a mis en évidence une PFS de 11.3 mois pour le bras de 

traitement associant le  bévacizumab au  paclitaxel versus  5.8 mois pour le bras contrôle 

paclitaxel seul (143-145). 
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I.4.2. Les inhibiteurs de kinase   

 

Les inhibiteurs de kinase sont de petites molécules inhibant l’activité tyrosine kinase 

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.  

 

I.4.2.1. TYVERB® Lapatinib 

 

 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/MAPKinases et PI3K/AKT/mTOR (146, 147). 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 (148). En 2008, le lapatinib a obtenu une AMM pour le 

traitement du cancer du sein HER2+, en association à la capécitabine, chez les patientes 

ayant une maladie avancée ou métastatique en progression après un traitement antérieur 

ayant comporté une anthracycline, un taxane et un traitement ayant inclus du trastuzumab 

en situation métastatique. Cette AMM fait suite à une étude de phase III ayant montré une 

PFS médiane de 8,4 mois pour le bras lapatinib+capécitabine versus 4,4 mois pour le bras 

traité par la capécitabine seule (146, 149).  

Le lapatinib peut également être 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. 

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 (53).  
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I.4.2.2. AFINITOR® Everolimus 

 

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 (150). L'évérolimus est un 

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

PI3K/AKT/mTOR (151, 152), et impliquée dans la progression des cellules de la phase G1 à la 

phase S. Il cible spécifiquement le complexe mTORC1. Son activité antiproliférative provient 

de sa fixation à l’immunophiline FKBP-12 (FK506-binding protein 12). Le complexe FKBP-

12/évérolimus se lie alors à mTOR et bloque la transduction du signal en aval de mTOR. 

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 (153, 154). Des études ont mis en évidence que 

les inhibiteurs de mTOR étaient actifs sur les cellules résistantes au trastuzumab (155, 156).   

 

Cette molécule était initialement indiquée dans le cancer du rein avancé ainsi que dans les 

tumeurs neuroendocrines d’origine pancréatique. Elle a obtenu le 3 avril 2013 une 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 (PFS de 10,6 

mois) comparativement au bras exemestane seul (PFS de 4,1 mois) pour le traitement du 

cancer du sein. L'évérolimus est donc également indiqué 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 (157). 
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Les sites d'action des différentes thérapies ciblées précitées sont résumés dans la figure 15.  

 

 

Figure 15: Schéma récapitulatif des mécanismes d'action des thérapies ciblées (         ) utilisées dans la 

prise en charge du cancer du sein.  

Le schéma récapitule les sites d’action des différentes thérapies ciblées utilisées dans le traitement du cancer 
du sein: l'action anti-HER2 au niveau du domaine extracellulaire du récepteur HER2 du trastuzumab, du 
pertuzumab, et du 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. Modifié d'après Oudard et al. (158). 
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I.5. Mécanismes de résistance aux thérapies ciblées dans le traitement du cancer du sein 

 

 Malgré l'efficacité des thérapies ciblées, on constate dans certains cas, une résistance 

primaire au traitement ou le développement de résistances acquises.  

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 (159). 

De nombreuses études ont décrit les 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 due à l'activation de voies de signalisation alternatives telles que la 

voie de l'IGF1 (existence d'un cross-talk avec HER2) ou la voie médiée par HER3.  

Une résistance par encombrement stérique empêchant l'interaction du trastuzumab avec le 

récepteur HER2 (encombrement dû à la protéine de surface MUC4 (membrane-associated 

glycoprotein mucin 4) a également été démontrée (135, 160).  

  

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 au trastuzumab et au lapatinib (161, 162).  

Les mutations activatrices du gène PIK3CA sont retrouvées dans 25% des cancers 

mammaires (5, 7, 8). Ces mutations augmentent l'activité kinase de PIK3CA. L'activation de la 

voie PI3K par mutations activatrices de la sous-unité catalytique p110α joue un rôle-clef dans 

l’oncogenèse mammaire (47, 163, 164).  

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

(165).  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 16).  
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Figure 16: Schéma du gène PIK3CA 

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. D'après Harlé A. et al. (166). 

 

Ces mutations représentent plus de 90% des mutations retrouvées dans les tumeurs 

mammaires (5, 6, 167-170). 

La combinaison du trastuzumab ou du lapatinib à d'autres molécules telles que les 

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

contourner cette résistance (133, 134).  

Une résistance acquise au lapatinib 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 RE. 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 

traitement est donc essentiel pour optimiser l’efficacité des traitements. 

 

 

 

 

 

 

 

90% 
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I.6.  Notion de biomarqueurs en oncologie: intérêt de la détermination de nouveaux 

biomarqueurs dans la prise en charge du cancer du sein 

 

 La notion de biomarqueurs est devenue incontournable en oncologie. Le but est 

d'identifier des éléments biologiques pouvant avoir un intérêt diagnostique, un intérêt 

thérapeutique pour évaluer la réponse au traitement mais également pronostique pour 

prévoir l'évolution de la maladie (175).   

Les premiers biomarqueurs utilisés en sénologie furent les récepteurs hormonaux, 

marqueurs pronostiques mais également prédictifs de la réponse à l'hormonothérapie.  

A ensuite était découvert le récepteur HER2 et son implication dans la tumorigenèse 

mammaire. Sa mise en évidence et les thérapies anti-HER2 qui en ont découlé ont 

considérablement amélioré le pronostic des femmes souffrant d'un cancer du sein HER2+.  

L'identification de nouveaux biomarqueurs a pour but d'améliorer la prise en charge des 

patientes et de développer une médecine de plus en plus personnalisée. Cette démarche fait 

partie intégrante des objectifs du Plan Cancer et est un enjeu majeur de santé publique. 

 

Les progrès dans le domaine de la biologie moléculaire ont également permis l'apparition 

des signatures génomiques parmi lesquelles nous pouvons citer le test Oncotype Dx® qui 

quantifie l'expression de 21 gènes dont 16 par RT-qPCR à partir de tissu tumoral fixé et inclus 

en paraffine. Ce test permet d'établir un score de récurrence correspondant à un niveau de 

risque de rechute pour chaque tumeur. 

Il existe également le test Mammaprint® qui permet l'analyse simultanée de l'expression de 

70 gènes par puces à ADN à partir de tissu tumoral congelé. Ces signatures sont composées 

de gènes qui sont des indicateurs de bon ou de mauvais pronostic ainsi que du risque de 

récidive.  

Identifier de nouveaux biomarqueurs d'intérêt permet de déterminer des cibles potentielles 

pour le développement de nouvelles thérapies ciblées. 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 des 

patientes. 
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I.7. Objectifs du travail  

 

 Les voies PI3K/AKT/mTOR et RAS/RAF/MAPKinases ont une implication majeure dans 

les processus de tumorigenèse mammaire et sont impliquées dans de nombreux 

mécanismes de résistance aux traitements. Ce travail de thèse est un travail de recherche 

translationnelle qui avait pour objectif d'étudier des biomarqueurs issus de ces voies de 

signalisation et de rechercher des corrélations clinico-biologiques afin d’établir leur valeur 

potentielle en qualité de marqueur prédictif de la réponse thérapeutique.  

Pour cela nous avons, dans un premier temps,  étudié de façon rétrospective, à partir 

d'échantillons de carcinomes mammaires invasifs inclus en paraffine et par 2 techniques de 

PCR temps réel, le statut mutationnel du gène PIK3CA qui est fréquemment muté dans les 

cancers du sein.    

La deuxième partie de mon travail a consisté en l'exploration de la fonctionnalité des  voies 

de signalisation. Nous avons analysé le niveau d'expression des phosphoprotéines clés des 

voies PI3K/AKT/mTOR, RAS/RAF/MAPKinases et P38MAPKinase par une technique 

d’immunoanalyse multiplexe (Bioplex Protein Array ou BPA) sur échantillons cryoconservés 

de tumeurs mammaires invasives. 

L'exploration fonctionnelle des voies de signalisation comprend trois études. Dans un 

premier temps, nous avons réalisé une analyse rétrospective sur des échantillons de 

tumeurs mammaires canalaires invasives et établi des corrélations clinico-biologiques entre 

les niveaux d'expression des phosphoprotéines et les statuts hormonal et HER2.  

Dans un second temps nous avons réalisé une étude prospective consistant en la 

détermination de marqueurs prédictifs de réponse à l'association trastuzumab-évérolimus, 

en situation pré-opératoire dans les cancers du sein localisés surexprimant HER2. Cette 

étude de phase 2 randomisée, comparant trastuzumab seul versus trastuzumab + 

évérolimus, avait pour but d'étudier l'impact de cette association sur les voies de 

signalisation et de préciser les déterminants moléculaires contrôlant la réponse 

thérapeutique afin d'optimiser à terme les critères utiles à la personnalisation des 

prescriptions.  
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Dans un troisième temps, toujours à l'aide de la technique BPA, suite à l'étude RADHER, nous 

avons décidé d'étudier l'impact du trastuzumab sur le niveau d'expression des 

phosphoprotéines des voies de signalisation in vitro cette fois-ci, sur des lignées cellulaires 

de carcinomes mammaires humains HER2+ (SKBR3) et HER2- (MCF-7) et de comparer ces 

résultats à ceux obtenus dans l'étude RADHER dans le bras traité par le trastuzumab seul. Ce 

travail avait pour but de mieux comprendre la complexité des mécanismes d'action mis en 

jeu par le trastuzumab sur des cultures cellulaires c’est à dire en l’absence d’environnement 

tumoral et en situation clinique impliquant donc un environnement tumoral complexe.  
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Chapitre II 

Mutations du gène PIK3CA dans les cancers du sein 
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II. Mutations du gène PIK3CA dans les cancers du sein 

 

 La voie PI3K/AKT/mTOR est une voie fréquemment dérégulée dans les cancers du sein. 

Son hyperactivation peut être due à des mutations activatrices du gène PIK3CA qui code la 

sous-unité catalytique p110α de la PI3Kinase (6, 44, 167, 170).  

Ces mutations sont retrouvées dans 25% des cancers mammaires (7, 8). Les principales 

mutations retrouvées sont localisées sur les exons 9 et 20 du gène PIK3CA (165).  Ces 

mutations représentent plus de 90% des mutations retrouvées dans les tumeurs mammaires 

(6, 167-170). 

Il a été démontré que l'hyperactivation de cette voie était impliquée dans la résistance au 

trastuzumab (53, 54, 57, 176-178), au lapatinib (54, 179) ou encore aux anti-œstrogènes 

(180-183). Ainsi la PI3Kinase est une cible majeure pour de nouvelles thérapeutiques et 

pourrait servir de biomarqueur prédictif de réponse aux traitements. Ce qui explique que de 

nombreux inhibiteurs de PI3K soient actuellement en cours de développement.  

Nous avons étudié le statut mutationnel du gène PIK3CA à l'aide de 2 techniques de PCR 

temps réel, de façon rétrospective et nous avons ensuite corrélé ces résultats 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 et le statut HER2. Les résultats de cette étude sont 

publiés dans le premier article intitulé "Analysis of PIK3CA exon 9 and 20 mutations in breast 

cancer using PCR-HRM et PCR-ARMS: correlation with clinicopathological criteria". 

Le deuxième article intitulé "Signification clinique, diagnostique et intérêt théranostique des 

mutations du gène PIK3CA dans le cancer du sein" dresse, quant à lui, un état des lieux des 

connaissances actuelles concernant ces mutations et sur l'intérêt de les utiliser comme 

biomarqueurs prédictifs de la réponse aux traitements.  
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II.1. Analyse des mutations des exons 9 et 20 du gène PIK3CA par technique de PCR-HRM 

et PCR-ARMS dans les cancers du sein et étude des corrélations clinico-biologiques 

 

 Les mutations du gène PIK3CA suscitent un grand intérêt dans les cancers du sein et 

font l'objet de nombreuses études qui ont pour but de déterminer leur valeur prédictive de 

réponse aux traitements et/ou leur valeur pronostique. Cependant on constate que nombre 

de ces études présentent des résultats contradictoires, ce qui nécessite d'approfondir les 

recherches.   

 

Dans l'article: Harlé A., Lion M., Lozano N., Husson M., Harter V., Genin P., Merlin J.L. 

Analysis of PIK3CA exon 9 and 20 mutations in breast cancer using PCR-HRM et PCR-ARMS: 

correlation with clinicopathological criteria" Oncology Reports. 2013 Mar;29(3):1043-52.), 

nous avons mis en œuvre et comparé 2 techniques de biologie moléculaire permettant la 

détermination du statut mutationnel du gène PIK3CA. Il s'agissait de 2 techniques de PCR 

temps réel: la PCR-HRM (High Resolution Melting) et la PCR-ARMS (Amplification Refractory 

Mutation System) à l'aide desquelles nous avons recherché la présence de mutations sur les 

exons 9 et 20 du gène PIK3CA sur une série d'échantillons de tumeurs mammaires invasives. 

Les résultats obtenus avec les 2 techniques ont été comparés entre eux et ensuite corrélés 

aux critères cliniques et pathologiques des tumeurs.  
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Introduction 

 

La PI3Kinase joue un rôle essentiel dans la signalisation cellulaire, la prolifération, la 

différenciation et la survie cellulaire. La sous-unité catalytique de PI3K, codée par le gène 

PIK3CA est mutée dans 18 à 45% des cancers du sein. Ces mutations sont responsables de 

l'activation en aval de la voie de signalisation PI3K/AKT/mTOR et sont impliquées dans la 

tumorigenèse mammaire. Des résistances aux traitements anti-HER2, aux traitements 

hormonaux ou aux inhibiteurs de PI3K ont été décrites dans certains carcinomes mammaires 

présentant une hyperactivation de la voie PI3K.  

 

Matériels et Méthodes 

 

Cette étude consiste en l'analyse de 149 échantillons fixés au formol et inclus en paraffine de 

tumeurs de patientes atteintes d’un cancer du sein infiltrant par une technique de PCR-HRM 

(High Resolution Melting) et de 118 échantillons par une technique de PCR-ARMS 

(Amplification Refractory Mutation System). La technique de PCR-HRM développée permet 

de détecter les mutations présentes sur l'ensemble des exons 9 et 20 du gène PIK3CA et  la 

technique de PCR-ARMS permet, quant à elle, de détecter de manière spécifique les 

mutations E542K, E545K sur l’exon 9 et les mutations H1047R et H1047L sur l’exon 20 du 

gène PIK3CA. 

 

Résultats et Discussion  

 

Une corrélation statistiquement significative a été trouvée entre les deux techniques de 

détection (κ=0,845 ; p<0,001). Les résultats de l'analyse du statut mutationnel du gène 

PIK3CA obtenus avec les 2 techniques de PCR sont donc comparables entre eux mais sont 

également comparables avec ce qui a précédemment été décrit dans la littérature. La PCR 

ARMS s’est révélée plus sensible que la PCR HRM pour la détection des mutations du gène 

PIK3CA. 
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Aucune relation significative entre présence de mutation et âge au diagnostic, type 

histologique, statut des récepteurs hormonaux et statut HER2 n’a été trouvée. Il existe 

cependant un lien significatif entre la présence de mutations sur les exons 9 et 20 du gène 

PIK3CA et le grade SBR (Scarff-Bloom-Richardson). On retrouve une fréquence plus élevée de 

mutations sur l’exon 9 chez les patientes de grade SBR I alors que les mutations de l'exon 20 

sont plus nombreuses chez les patientes présentant une tumeur de grades SBR II et III.  

 

Conclusion 

 

Les techniques de PCR HRM et de PCR ARMS pourraient donc être utilisées en routine pour 

déterminer le statut mutationnel du gène PIK3CA, ce qui permettrait de prédire la réponse à 

certains traitements et de développer des thérapeutiques personnalisées pour les cancers 

invasifs mammaires.  
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II.2. Signification clinique, diagnostique et intérêt théranostique des mutations du gène 

PIK3CA dans le cancer du sein  

 

 Suite à l'étude du statut mutationnel du gène PIK3CA par 2 techniques de PCR et à la 

détermination des corrélations clinico-biologiques, nous avons réalisé un travail de synthèse 

visant à faire le point sur l'ensemble des connaissances actuelles concernant les mutations 

du gène PIK3CA. Cette synthèse comprenait aussi bien les aspects biologiques de ces 

mutations que leur signification clinique ou encore leur intérêt théranostique dans le 

traitement des cancers du sein. Un article de revue publié en 2013 dans le Bulletin du Cancer 

(Harlé A., Lion M., Lozano N., Merlin JL.  Signification clinique, diagnostique et intérêt 

théranostique des mutations du gène PIK3CA dans le cancer du sein.  Bull Cancer. 2013 

Oct;100(10):947-54) dresse un état des lieux des connaissances et des recherches actuelles 

concernant les mutations du gène PIK3CA.  

 

Résumé 

 

 Le cancer du sein est le cancer le plus fréquent chez la femme avec plus de 53 000 

nouveaux cas par an en France. La voie PI3K/AKT est l'une des voies majeures intervenant 

dans l'oncogenèse mammaire. Le premier effecteur de cette voie, directement en aval des 

récepteurs HER, est la PI3Kinase. Certaines mutations du gène PIK3CA, codant la partie 

catalytique de cette enzyme, jouent un rôle important, notamment dans la résistance aux 

thérapies ciblées utilisées durant ces dix dernières années. En effet, la présence 

d'altérations, l'emballement de la voie PI3K/AKT, ou encore la présence de mutations sur le 

gène PIK3CA expliqueraient certaines résistances aux thérapies ciblées. Les mutations 

PIK3CA semblent également présenter un intérêt dans la prédiction de la réponse aux 

thérapies ciblées. Enfin, un certain nombre de molécules en développement, ciblant 

spécifiquement PI3K ou d'autres effecteurs de la voie PI3K/AKT sont destinées à être 

administrées uniquement aux patientes dont la tumeur présente une anomalie du gène 

PIK3CA, ce qui rend leur détection particulièrement importante en génétique tumorale. Cet 

article a pour but d'effectuer un point sur l'aspect biologique, la signification clinique, 

diagnostique et l'intérêt théranostique des mutations du gène PIK3CA dans le cancer du sein. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Harl%C3%A9%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24077110
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lion%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24077110
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lozano%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24077110
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Merlin%20JL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24077110
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24077110
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Chapitre III 

Exploration de la fonctionnalité des voies de signalisation  

PI3K/AKT/mTOR, RAS/RAF/MAPKinases et P38MAPKinase par 

immunoanalyse multiplexe (Bioplex Protein Array) 
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III. Exploration de la fonctionnalité des voies de signalisation 

PI3K/AKT/mTOR, RAS/RAF/MAPKinases et P38MAPK par immunoanalyse 

multiplexe (Bioplex Protein Array) 

  

 Les voies de signalisation PI3K/AKT/mTOR, RAS/RAF/MAPKinases et P38MAPKinase sont 

kinases dépendantes. Leur activation se fait via une cascade de phosphorylation entrainant 

le passage des kinases sous forme active permettant ainsi la transduction du signal en aval. 

Une augmentation de la phosphorylation de certains des effecteurs qui les constituent a 

précédemment été retrouvée dans les cancers du sein, ce qui pourrait en faire des cibles 

potentielles pour de nouvelles thérapeutiques (66).  

Il est donc intéressant d'étudier le niveau d'expression des phosphoprotéines, de déterminer 

leur signification clinique mais aussi leur impact sur la réponse aux traitements.  

 

Le premier article de ce chapitre intitulé " Expression and activation of P38MAPKinase in 

invasive ductal breast cancers: correlations with expression of the estrogen receptor, HER2 

and downstream signaling phosphorylated proteins" est une étude rétrospective du niveau 

d'expression des phosphoprotéines des voies de signalisation PI3K/AKT/mTOR, 

RAS/RAF/MAPKinases et P38MAPKinase réalisée sur des échantillons congelés de tumeurs 

canalaires invasives. 

 

La deuxième partie de ce chapitre décrit l'analyse du niveau d'expression des 

phosphoprotéines des voies de signalisation PI3K/AKT/mTOR, RAS/RAF/MAPKinases et 

P38MAPKinase afin d'identifier des biomarqueurs prédictifs de la réponse au traitement par 

trastuzumab associé à l'évérolimus. Il s'agit d'une étude biologique intégrée dans une étude 

clinique de phase II, nationale, multicentrique, randomisée en double aveugle, comparant le 

trastuzumab en monothérapie au trastuzumab associé à l'évérolimus, délivrés en pré-

opératoire chez des patientes présentant un cancer du sein non métastatique surexprimant 

HER2 et accessible d’emblée à une chirurgie. Cette étude, intitulée "RADHER" a été conduite 

sous la promotion du Groupe Essai Précoce d’Unicancer. La partie biologique a fait l’objet 

d’un financement dans le cadre d’un PHRC. Les résultats de cette étude ont été présentés 
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sous forme de communications en congrès et feront prochainement l'objet d'une 

publication.  

Pour finir, la troisième partie de ce travail qui correspond à l'article intitulé " Trastuzumab as 

pre-operative monotherapy does not inhibit HER2 downstream signaling in HER2+ breast 

cancer" compare l'impact du trastuzumab sur le niveau d'expression des phosphoprotéines 

in vitro sur des cellules d’adénocarcinomes mammaires humains et en situation clinique chez 

les patientes de l'étude RADHER traitées par trastuzumab seul. Cet article a été accepté en 

Octobre 2015 pour publication dans Oncology Letters. 

 

III.1. Expression et activation de la P38MAPKinase dans les tumeurs mammaires canalaires 

invasives: corrélation entre le statut des récepteurs hormonaux, le statut HER2 et les 

phosphoprotéines des voies de signalisation en aval. 

  

 La P38MAPKinase est impliquée dans la tumorigenèse mammaire mais le rôle exact 

qu'elle joue reste encore controversé. Une augmentation de son expression a  été retrouvée  

dans les cancers mammaires (117) et serait liée au pouvoir invasif des tumeurs et 

responsable de la résistance à certains traitements tels qu'à l'hormonothérapie ou encore au 

trastuzumab (119, 184). L'étude et la compréhension du fonctionnement de cette 

MAPKinase pourraient conduire au développement de nouvelles thérapeutiques telles que 

les inhibiteurs de P38 et permettraient de contourner certaines résistances.   

Il en est de même pour AKT qui joue un rôle central au niveau des voies de signalisation et 

dont la forme phosphorylée a déjà été retrouvée surexprimée dans divers cancers dont les 

cancers mammaires (64-66). 

 Il semble donc à ce titre intéressant d'étudier le niveau d'expression des différentes  

phosphoprotéines qui constituent les voies de signalisation PI3K/AKT/mTOR, 

RAS/RAF/MAPKinases et P38MAPKinase telles que P38MAPK,  p-P38MAPK, p-AKT, p-GSK3β, 

p-S6kinase, p-MEK1 et p-ERK1/2 et d'étudier les corrélations pouvant exister entre le niveau 

d'expression de ces phosphoprotéines et le statut hormonal et HER2. 

L'étude du niveau d'expression des phosphoprotéines a été réalisée par la technique BPA sur  

des échantillons de tumeurs mammaires canalaires invasives congelées provenant de la 

tumorothèque de l’Institut de Cancérologie de Lorraine. Il s’agissait  de tumeurs de patientes 

diagnostiquées et traitées en 2006. 
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Introduction 

 

Les phosphoprotéines MAPKinases ont une implication majeure dans l'oncogenèse 

mammaire et ont été largement étudiées comme cibles potentielles de nouvelles 

thérapeutiques. Cette étude consiste en l'analyse du niveau d'expression de la 

P38MAPKinase, de sa forme phosphorylée (p-P38MAPK) ainsi que des autres 

phosphoprotéines constituant les voies PI3K et MAPKinases, dans des échantillons de 

carcinomes mammaires invasifs et en la détermination de corrélations entre le statut des 

récepteurs aux œstrogènes, le statut HER2+ et le niveau d'expression de ces 

phosphoprotéines.   

 

Matériels et Méthodes 

 

Les niveaux d'expression de P38MAPK, p-P38MAPK ainsi que de p-AKT, p-GSK3β, p-S6Kinase, 

p-MEK1 et p-ERK1/2 ont été quantitativement déterminés en utilisant la technique BPA sur 

45 échantillons de carcinomes canalaires invasifs congelés.  

 

Résultats 

 

Vingt et un échantillons étaient RE+, 15 HER2+ et 10 triple-négatifs. P38MAPK a été 

retrouvée exprimée dans tous les échantillons de tumeurs, et était significativement 

surexprimée (P=0.002) dans les tumeurs RE+. L'expression de P38MAPK était moins forte 

dans les tumeurs triple-négatives que dans les autres types de tumeurs. L'expression 

médiane de p-P38MAPK était également supérieure dans les tumeurs RE+ et à l'inverse 

inférieure dans les tumeurs triple négatives. Le statut HER2 n'a quant à lui aucun effet sur le 

niveau d'expression de P38MAPK et de sa forme phosphorylée. Aucune variation du taux de 

phosphorylation de P38MAPKinase en relation avec les statuts RE, HER2 et triple négatif n'a 

été observée.  

Un niveau d'expression supérieur de p-AKT (P=0.0048) a quant à lui été observé dans les 

tumeurs HER2+. En revanche, aucune différence statistiquement significative n'a été 

observée concernant le niveau d'expression de p-MEK1, p-GSK3β et p-S6K dans les différents 

sous-types. 
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Conclusion 

 

La détermination du niveau d'expression de multiples phosphoprotéines peut être utilisée 

pour la personnalisation des thérapeutiques. Dans les tumeurs canalaires mammaires 

invasives, la surexpression de P38MAPK pourrait être utilisée comme un biomarqueur pour 

l'évaluation des inhibiteurs de P38.  
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III.2. Détermination de marqueurs prédictifs de réponse à l'association trastuzumab-

évérolimus, en situation pré-opératoire dans les cancers du sein localisés surexprimant 

HER2 : Essai RADHER. 

  

 Bien que l'efficacité du trastuzumab ne soit plus à démontrer, on constate dans 

certaines situations l'apparition de résistances. Les mécanismes à l'origine de cette 

résistance sont multiples, complexes et partiellement élucidés.  

Une hyperactivation de la voie PI3K/AKT/mTOR  due à des mutations activatrices de la 

PI3Kinase ou à la perte d'expression de PTEN en aval des récepteurs HER2 est fréquemment 

observée dans les cancers mammaires et est, entre autres, à l'origine de la résistance au 

trastuzumab.  

On peut alors émettre l'hypothèse qu'un double blocage à la fois au niveau du récepteur 

HER2 et en aval de la voie de signalisation au niveau de mTOR permettrait de contourner 

cette résistance et améliorerait le taux de réponse. 

L'association de l'évérolimus au trastuzumab suscite donc un grand intérêt et est largement 

étudiée pour essayer de pallier la résistance au trastuzumab. 

 

Les données des études précliniques et des études de phase I/II en situation métastatique 

montrent que l'évérolimus est actif sur les cellules résistantes au trastuzumab et suggèrent 

que l'association évérolimus - trastuzumab pourrait augmenter l'efficacité du traitement et 

restaurer la sensibilité au trastuzumab (185-187). Un essai de phase II évaluant l'association 

de l'évérolimus au trastuzumab et au paclitaxel chez des patientes présentant un cancer du 

sein avancé HER2+,en progression et précédemment traitées par du trastuzumab associé à 

un taxane, a lui aussi mis en évidence l'intérêt potentiel de cette association avec un 

bénéfice clinique dans 36,4% des cas, une PFS de 5.5 mois et une survie globale de 18.1 mois 

(188).  
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L'étude de phase III qui en découle, Etude BOLERO I, n'a quant à elle pas montré de 

différence statistiquement significative de PFS entre le bras contrôle associant le 

trastuzumab au paclitaxel et le bras associant l'évérolimus au paclitaxel et au trastuzumab, 

mais a tout de même mis en évidence un allongement de la PFS de 7.2 mois avec l'addition 

de l'évérolimus dans le sous-groupe RH/HER2+ (189).  

Enfin l'étude BOLERO 3, étude de phase III, randomisée, en double aveugle, qui compare 

l'association évérolimus/trastuzumab/vinorelbine versus trastuzumab/vinorelbine/placebo 

chez des patientes avec un cancer du sein HER2+ avancé, pré-traitées par trastuzumab et un 

taxane, a elle mis en évidence un faible allongement de la PFS dans le bras évérolimus 

(7mois versus 5.8 mois dans le bras contrôle) mais en revanche des toxicités beaucoup plus 

importantes (151).  

Comprendre les mécanismes à l'origine de la résistance au trastuzumab et contourner cette 

résistance reste donc un enjeu majeur de la recherche en oncologie.  

 

 Nous avons, pour notre part, étudié l'intérêt de combiner l'évérolimus au trastuzumab, 

en situation pré-opératoire chez des patientes présentant un cancer du sein précoce, HER2+, 

non précédemment traitées et déterminé l'impact de cette association sur la fonctionnalité 

des voies de signalisation PI3K/AKT/mTOR, RAS/RAF/MAPKinases et P38MAPKinase situées 

en aval, afin de mieux comprendre les mécanismes qui contrôlent la réponse thérapeutique 

et identifier de potentiels biomarqueurs de réponse au traitement.  
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Introduction  

 

 Le trastuzumab a considérablement amélioré la survie des patientes présentant un 

cancer du sein HE2+ que ce soit en situation adjuvante ou en métastatique, avec cependant 

un bénéfice plus prononcé en association avec une chimiothérapie (131, 190, 191). 

Cependant 10% des patientes opérables, traitées par du trastuzumab combiné à une 

chimiothérapie adjuvante développe une résistance dans les 4 ans et la quasi-totalité des 

femmes présentant une maladie métastatique finissent par progresser sous trastuzumab 

(190).  

De précédentes études ont mis en évidence l'intérêt d'utiliser le trastuzumab en situation 

pré-opératoire aussi bien en monothérapie qu'en association avec des agents cytotoxiques 

(192-195). L'étude RADHER est une étude clinique de phase II, prospective, randomisée, 

multicentrique, nationale, en double aveugle comparant le trastuzumab en monothérapie au 

trastuzumab associé à l'évérolimus en situation pré-opératoire chez des patientes 

présentant un cancer du sein non métastatique surexprimant HER2 et accessible d’emblée à 

une chirurgie. Une partie biologique est intégrée dans cette étude clinique. Cette partie 

biologique consiste en l'exploration de la fonctionnalité des voies de signalisation 

PI3K/AKT/mTOR, RAS/RAF/MAPKinases et P38MAPKinase afin d'identifier des marqueurs 

prédictifs de réponse aux traitements. C'est cette partie qui sera notamment développée 

dans cette thèse.  

 

Objectifs  

 

L'objectif principal de l'étude était d'évaluer l'efficacité du traitement associant le 

trastuzumab à l'évérolimus en situation pré-opératoire chez des patientes présentant un 

cancer du sein non métastatique surexprimant HER2 et accessible d’emblée à une 

chirurgie. Le second objectif était quant à lui de déterminer des corrélations clinico-

biologiques et d'identifier des biomarqueurs prédictifs de la réponse au traitement par 

trastuzumab associé à l'évérolimus. Pour cela nous avons étudié le niveau d'expression 

des phosphoprotéines des voies de signalisation PI3K/AKT/mTOR, RAS/RAF/MAPKinases 

et P38MAPKinase afin de mieux comprendre la signification clinique et l'intérêt 

théranostique de ces phosphoprotéines. 
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Patients et Méthodes 

 

- Design de l'étude 

 

Les patientes ont été randomisées de Juillet 2008 à Avril 2012 dans 2 bras de traitements, le 

premier bras recevant un traitement par trastuzumab seul à la dose de charge de 

4mg/kg/semaine, puis à la dose d'entretien de 2mg/kg/semaine et le deuxième bras 

recevant le trastuzumab associé à l'évérolimus à la dose de 10 mg par jour. Dans chaque 

bras les patientes ont reçu le traitement pendant une période de 6 semaines en pré-

opératoire. 82 inclusions ont été faites dont 41 dans chaque bras. Seules 80 d'entre elles 

étaient éligibles. L'âge médian à l'inclusion était de 52.7 ans.   

 

- Patientes 

 

Pour être éligible, les patientes devaient avoir 18 ans ou plus et présenter une tumeur 

mammaire primaire invasive histologiquement prouvée, non précédemment traitée, non 

métastatique (confirmation par scintigraphie osseuse, radiographie du thorax et 

échographie du foie avant l'initiation du traitement) et pouvant bénéficier d'un traitement 

chirurgical conservateur (T0 (>15mm USG) -T3)). Les tumeurs devaient présenter une 

surexpression de HER2 avec un score 3+ en immunohistochimie ou 2+ confirmé en FISH, 

qu’elles soient uni ou multifocales, et quel que soit le statut hormonal. Le Performance 

Status devait être de 0 ou 1, les fonctions hématologique, rénale, hépatique, cardiaque et 

pulmonaire devaient être normales. Les patientes présentant un cancer du sein 

inflammatoire, une pathologie cardiaque ou toutes autres pathologies graves n'étaient pas 

éligibles. Toutes les patientes ont donné leur consentement par écrit avant leur inclusion 

dans l'étude. La réponse clinique a été déterminée selon les critères RECIST (réponse 

clinique partielle et réponse clinique complète: répondeurs et patients stables ou en 

progression: non répondeurs) et la réponse pathologique évaluée par la classification de 

Sataloff  (Ta et Tb: répondeurs et Tc  et Td: non répondeurs).   
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- Sélection des tumeurs et extraction des protéines 

 

 Sélection des tumeurs 

 

Des biopsies ont été réalisées avant l'initiation du traitement, au cycle 4 de traitement 

(biopsie optionnelle) et pendant la chirurgie. Les biopsies ont été prélevées à l'aiguille, 

congelées immédiatement dans de l’azote liquide puis conservées à -80°C. Les échantillons 

pesaient entre 15 et 20 mg. A partir de ces prélèvements, une coupe au cryostat a été 

réalisée puis analysée après coloration à l'Hematoxylin Eosine Safran. Avant d'être soumise à 

une extraction protéique totale, chaque biopsie a été validée par un médecin 

anatomopathologiste. 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).  

 

 Extraction protéique 

 

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 

4500 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 BIORAD, DC Protein Assay Reagents Package), basé sur la technique de 

Lowry, et ajusté à 250 pg/ml (196).   
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- La technique Bioplex® Protein Array (BPA) 

 

Les niveaux d'expression des phosphoprotéines p-AKT, p-GSK3β, p-S6 kinase, p-MEK1, p-

ERK1/2, p-P90RSK, p-IGF1R ainsi que p-P38MAPK ont été déterminés par la technique 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. 

 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.  

 

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 17). Le système de détection effectue un minimum de 

150 mesures par analyte à raison de 100 mesures par minute. 
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Figure 17: Les différentes étapes de l'analyse par la technique Bioplex Protein Array. D’après le 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 anticorps spécifiques des phosphoprotéines dans les puits, 
l’étape 2 à la fixation des biomarqueurs sur les anticorps primaires, l’étape 3 à la fixation de l’anticorps 
biotinylé sur l’anticorps primaire, l’étape 4 à la fixation de la streptavidine marquée à la phycoérythrine (PE) sur 
l’anticorps 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.  
 

Une fois extraites, les protéines sont ensuite transférées dans une plaque 96 puits et diluées 

dans 25 µl de solution tampon. 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), phospho-P70S6K (p-P70S6K), phospho-MEK1 (p-

MEK1), phospho-ERK1/2 (p-ERK1/2), phospho-P90RSK (p-P90RSK), et phospho-IGF-1R (p-IGF-

1R). Les billes ont ensuite été ajoutées dans chaque puits et incubées toute la nuit à 37°C. Un 

contrôle positif constitué de protéines extraites de lignées cellulaires de cancer du sein 

MCF7 exposées à l’EGF, est ensuite ajouté dans chaque série. On procède ensuite à l’analyse 

par la technique BPA (111, 196).  

 

1 2 3 

4 5 
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Analyse statistique 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. Lorsque les variables avaient une distribution 

normale, nous avons utilisé pour l'analyse statistique un test de Student. Pour les autres, 

l'analyse statistique a été effectuée en utilisant le test de Wilcoxon à l'aide du logiciel R. le 

seuil de significativité a été fixé à p<0,05. 

 

Résultats  

 

Concernant la partie clinique, aucune différence statistiquement significative n’a été 

observée entre les 2 bras, concernant les taux de réponse clinique complète et de réponse 

pathologique complète.  

Le niveau d'expression des phosphoprotéines a été analysé sur 35 biopsies initiales et 19 

biopsies prélevées au moment de la chirurgie dans le bras trastuzumab, et sur 37 biopsies 

initiales et 18 biopsies prélevées au moment de la chirurgie dans le bras associant le 

trastuzumab à l'évérolimus.  

Aucune différence statistiquement significative du niveau d'expression des 

phosphoprotéines p-AKT (p=0.129), p-GSK3b (p=0.219), p-P70S6K (p=0.718), pP90RSK 

(p=0.691) et p-IGF1R (p=0.655) n'a été observée dans les 2 bras de traitement.  En revanche, 

une variation du profil d'expression de p-MEK1 (p=0.007), p-ERK1/2 (p=0.006) et p-P38MAPK 

(p=0.012) a été observée.  

Dans le bras traité par trastuzumab seul, aucune variation statistiquement significative du 

niveau d'expression des phosphoprotéines n'a été mise en évidence avant et après 

traitement.  

Une augmentation statistiquement significative du niveau d'expression de p-MEK1 

(p=0.012), p-ERK1/2 (p=0.003) et p-P38MAPK (p<0.001) a, quant à elle, été mise en évidence 

dans le bras de traitement associant l'évérolimus au trastuzumab (Figure 18). 
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Figure 18: Niveaux d'expression des phosphoprotéines p-MEK1, p-ERK1/2, p-P38MAPK avant et après 
traitement.  

Représentation sous forme de box-plots du niveau d'expression des phosphoprotéines p-MEK1, p-ERK1/2, p-
P38MAPK dans les biopsies initiales et dans les biopsies réalisées au moment de la chirurgie avant et après 
traitement par trastuzumab et trastuzumab/évérolimus. En gris: Le niveau d'expression dans les biopsies 
initiales: N=35 dans le bras trastuzumab seul, N=37 dans le bras trastuzumab-évérolimus. En noir: Le niveau 
d'expression dans les biopsies réalisées au moment de la chirurgie :N=19 dans le bras trastuzumab seul, N=18 
dans le bras trastuzumab-évérolimus. 

 

Discussion 

 

L'hyperactivation de la voie PI3K/AKT/mTOR est une des causes de la résistance au 

trastuzumab. Le ciblage de la voie à différents endroits pourrait être une solution pour 

contourner cette résistance. Dans cette étude, nous avons étudié l'impact clinique et 

biologique de l'association de l'évérolimus au trastuzumab. Nous avons déterminé le niveau 

d'expression des phosphoprotéines dans le but d'identifier de nouveaux biomarqueurs 

prédictifs de la réponse au traitement par trastuzumab associé à l'évérolimus chez des 

femmes présentant un cancer du sein précoce HER2+, et opérable. 
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Après traitement par trastuzumab seul, aucune variation du niveau d'expression des 

phosphoprotéines des voies PI3K/AKT/mTOR, RAS/RAF/MAPKinases et P38MAPKinase n'a 

été mise en évidence contrairement à ce qui était attendu.  

Cette absence de régulation en aval des voies de signalisation peut éventuellement 

s'expliquer par la mise en jeu d'un mécanisme d'action immunologique prédominant de type 

ADCC par le trastuzumab et non pas par la mise en jeu du mécanisme d'action anti-HER2 

(197-199). Le trastuzumab présente de multiples mécanismes d'action qui ne sont pas 

encore totalement élucidés et dont la mise en jeu dépendrait des conditions cellulaires mais 

également des conditions cliniques. 

 La mise en jeu d'un mécanisme d'action à prédominance immunologique en situation pré-

opératoire et en monothérapie, a précédemment été mise en évidence dans d'autres études 

(192). Ceci pourrait expliquer nos résultats, cependant cette hypothèse reste à confirmer par 

des tests complémentaires. L’étude FinHER, essai clinique de phase III, a précédemment 

démontré la valeur prédictive du nombre d’infiltrats lymphocytaires présents au sein de la 

tumeur pour la réponse au traitement par trastuzumab, et souligne le bénéfice à ajouter le 

trastuzumab à une chimiothérapie conventionnelle pour les tumeurs HER2+ chez des 

patientes avec une tumeur à un stade précoce. Dans ces conditions, la présence d'infiltrats 

lymphocytaires tumoraux pourrait servir de biomarqueur de réponse au trastuzumab (200, 

201).  

 

Il a de plus été démontré que la réponse au trastuzumab était meilleure chez des patientes 

avec une bonne infiltration lymphocytaire et des cellules NK (192, 202, 203). En effet, dans 

l’étude GeparQUATTRO, une corrélation a été retrouvée entre l'augmentation des infiltrats 

lymphocytaires et l’augmentation de la réponse pathologique complète chez des femmes 

présentant un cancer HER2+ nouvellement diagnostiqué, à un stade précoce, et ayant reçu 

le trastuzumab en néoadjuvant associé à une chimiothérapie conventionnelle (204). Ces 

résultats confirment ceux de l’étude FinHER. 

Le trastuzumab agirait donc différemment en fonction du schéma d'administration et de la 

présence ou non de médicaments coadministrés.  

La biologie de la tumeur n'est donc pas le seul paramètre à considérer pour prédire la 

réponse au traitement par trastuzumab (205).   
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Dans le bras de traitement associant l'évérolimus au trastuzumab, on constate une  

activation de la voie des MAPKinases par l’augmentation du niveau d’expression des 

phosphoprotéines p-MEK, p-ERK et P38MAPKinase. En revanche,  aucun impact sur le niveau 

d'expression des phosphoprotéines de la voie PI3K/AKT/mTOR n'a été observé. Des 

mécanismes additionnels au niveau des voies de signalisation pourraient expliquer ces 

constatations. En effet, les voies PI3K/AKT/mTOR et RAS/RAF/MAPKinases présentent de 

multiples points de convergence, cross talk et boucle de rétrocontrôle ce qui leur permet de 

se réguler mutuellement. Ces mécanismes pourraient être à l'origine de l’échappement aux 

traitements (37). 

Il a précédemment été démontré que la voie PI3K ne régulait pas seulement AKT et mTOR 

mais modulait également l’activation d'autres voies de signalisation incluant la voie des 

MAPKinases (37). Les 2 voies sont liées par un rétrocontrôle négatif incluant S6K, IRS1, PI3K 

et RAS, et convergent également au niveau de mTORC1 (Figure 19). Carracedo et son équipe 

ont été les premiers à démontrer que les inhibiteurs de mTORC1 activaient la voie des 

MAPKinases in vitro et in vivo par inhibition du rétrocontrôle négatif S6K, IRS1, PI3K et RAS 

(39, 40, 206).  

Le cross-talk entre ces 2 voies de signalisation a été démontré avec l’étude des inhibiteurs de 

PI3K dont l'utilisation a mis en évidence un impact sur ERK (39, 40). Les études sur les 

inhibiteurs de mTOR ont également montré que l'utilisation de l'évérolimus conduisait à 

l’activation de ERK avec une augmentation du niveau d’expression de p-ERK par suppression 

du rétrocontrôle négatif (39, 40, 207, 208). Il serait donc potentiellement intéressant 

d'associer les inhibiteurs de mTOR à d'autres inhibiteurs de kinase pour un blocage complet 

des voies de signalisation (37, 39, 40).  

 



101 
 

 

Figure 19: Boucle de rétrocontrôle négatif incluant S6K, IRS1, PI3K et RAS 

Les voies PI3K/AKT/mTOR et RAS/RAF/MAPKinases présentent de multiples points de convergence et ont la 

capacité de se réguler mutuellement. Il existe un rétrocontrôle négatif faisant intervenir S6K, IRS1, PI3K et RAS 

qui permet la régulation de la voie RAS/RAF/MAPKinases via la voie PI3K/AKT/mTOR. D'après Saini KS. et al. 

(37).  

 

Ce phénomène de suppression du rétrocontrôle négatif par les inhibiteurs de mTOR entraine 

l’activation de la voie des MAPKinases et explique l’augmentation du niveau d’expression 

des phosphoprotéines constatée dans le bras de traitement associant l'évérolimus au 

trastuzumab. Ceci explique également l’efficacité limitée des inhibiteurs de mTOR en 

monothérapie (208).  

Ces mécanismes confirment que l’utilisation d’inhibiteur spécifique en monothérapie peut 

entraîner un effet rebond, causant l’activation d’autres voies et donc diminuer l’effet anti-

tumoral. 
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Afin de limiter cet effet, de nombreuses études testant des combinaisons de molécules telles 

que des associations d'inhibiteurs de mTOR avec des anti-MEK, des anti-ERK, ou encore des 

anti-IGF1 sont actuellement en cours. L’utilisation de combinaison d'inhibiteurs multikinases, 

appelés « dirty drugs », agissant à différents niveaux des voies de signalisation est une des 

pistes privilégiées pour améliorer l'efficacité des traitements et contourner les résistances.  

Par ailleurs, certaines études ont, quant à elles, démontré des différences du niveau 

d'expression de p-ERK en fonction de la dose et du schéma d'administration d'évérolimus. 

Une administration hebdomadaire entrainerait une plus grande activation de la voie des 

MAPKinases comparée à une dose plus faible et journalière. Ceci confirme que la biologie de 

la tumeur n'est pas le seul aspect à prendre en considération dans le choix thérapeutique 

(39). 

 

Conclusion  

 

Les résultats de notre étude démontrent l'intérêt d'explorer la fonctionnalité des voies de 

signalisation pour comprendre l'impact des traitements sur la signalisation et les 

mécanismes de résistance mis en œuvre. Certaines phosphoprotéines pourraient être 

utilisées comme biomarqueurs prédictifs de la réponse aux traitements.  

Les associations d'inhibiteurs de kinase semblent être une piste intéressante pour 

contourner les mécanismes de résistance et optimiser l'efficacité thérapeutique. Cependant, 

de nombreux mécanismes régissant la mise en œuvre de ces voies restent encore à élucider.  

Une meilleure compréhension de ces mécanismes nous permettrait d'optimiser les 

protocoles thérapeutiques et d'associer les molécules de façon la plus efficace possible.  
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III.3. Le trastuzumab en monothérapie et en préopératoire n'inhibe pas la signalisation en 

aval des récepteurs HER2 dans les cancers du sein HER2+. 

  

 Bien que le trastuzumab soit utilisé depuis plus d'une dizaine d'années, son mécanisme 

d'action reste partiellement inconnu. L'étude RADHER, précédemment développée, a mis en 

évidence un impact différent du trastuzumab sur les voies de signalisation selon qu'il est 

utilisé seul ou en association, et suggère la mise en œuvre d'un mécanisme d'action 

immunologique prédominant en monothérapie.  

Le protocole d'administration, la dose et la présence ou non de médicaments co-administrés 

semblent avoir une influence sur le mécanisme d'action mis en jeu.   

 

Plusieurs études ont également démontré que le comportement et le mécanisme d'action 

mis en jeu par le trastuzumab étaient complètement différents in vitro et in vivo (209, 210). 

C'est en ce sens que nous avons décidé de poursuivre nos investigations concernant l'impact 

du trastuzumab sur la signalisation cellulaire. Nous avons comparé l'impact du trastuzumab 

sur le niveau d'expression des phosphoprotéines des voies PI3K/AKT/mTOR, 

RAS/RAF/MAPKinases et P38MAPKinase in vitro, sur les lignées cellulaires SKBR-3 et MCF-7 

en utilisant la technique BPA et nous avons ensuite comparé ces résultats aux données 

obtenues à partir des biopsies des patientes incluses dans l'étude RADHER et traitées dans le 

bras trastuzumab seul.  

Cette comparaison avait pour but de mieux comprendre les mécanismes moléculaires mis en 

jeu lors de l'utilisation de cette thérapie ciblée afin d'optimiser son utilisation et son 

efficacité.   
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Introduction 

 

HER2 (Récepteur du facteur de croissance Epidermique Humain 2) est surexprimé dans 15 à 

20% des carcinomes mammaires. Cette surexpression était associée à un mauvais pronostic 

jusqu'au développement de la première thérapeutique anti-HER2, le trastuzumab, qui a 

considérablement amélioré le pronostic des cancers du sein HER2+. Cependant son 

mécanisme d'action n'est pas encore totalement élucidé. De nombreuses études ont 

suggéré que le comportement et le mécanisme d'action du trastuzumab étaient 

considérablement différents in vitro et in vivo.  

Nous avons étudié la capacité du trastuzumab à inhiber la phosphorylation des protéines 

clefs des voies de signalisation PI3K/AKT/mTOR, RAS/RAF/MAPKinases et P38MAPKinase in 

vitro, dans des lignées cellulaires de cancers mammaires ainsi que dans des biopsies 

prélevées chez des patientes traitées par trastuzumab en situation pré-opératoire et en 

monothérapie dans le cadre de l'essai clinique RADHER.   

 

Matériels et Méthodes 

 

Des lignées cellulaires HER2 positive SKBR-3 et HER2 négative MCF-7 ont été exposées au 

trastuzumab pendant 72 heures. Quarante et une patientes ont reçu le trastuzumab seul 

pendant 6 semaines en situation pré-opératoire. Les biopsies ont été prélevées avant tout 

traitement et au moment de la chirurgie. Dix-neuf paires de biopsies étaient éligibles pour 

l'extraction protéique et l'analyse comparative du niveau d'expression des phosphoprotéines 

avant et après traitement.  

Le niveau d'expression des phosphoprotéines a été quantitativement déterminé par la 

technique Bioplex Protein Array®. 

 

Résultats 

 

Dans les lignées cellulaires SKBR3, nous avons observé une diminution statistiquement 

significative du niveau d'expression de p-AKT, p-P70S6K, p-ERK1/2 et p-MEK1 après 

exposition au trastuzumab.  
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En revanche, chez les patientes aucune variation statistiquement significative du niveau 

d'expression de ces phosphoprotéines n'a été observée après traitement.  

 

Discussion et Conclusion 

 

L'absence de régulation en aval des voies de signalisation PI3Kinase et MAPKinases chez les 

patientes traitées en pré-opératoire par du trastuzumab seul pourrait s'expliquer par la mise 

en œuvre d'un mécanisme d'action immunologique prédominant de type cytotoxicité à 

médiation cellulaire dépendante des anticorps, comme cela a précédemment été démontré 

dans l'étude de Gennari et al. en 2004 (192). Cette étude confirme que le trastuzumab fait 

intervenir différents mécanismes d'action selon s'il est utilisé in vitro ou en clinique.  
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Abstract 

HER2 (Human Epidermal Growth Factor 2) is overexpressed in 15-20% of breast carcinomas. 

Overexpression of HER2 was previously associated with a poor prognosis until the 

development of the first anti-HER2 therapy, trastuzumab, which drastically improves the 

prognosis of HER2-overexpressing breast cancers. However, its mechanism of action remains 

not fully understood. 

Several studies have proposed that the behavior and mechanism of action of trastuzumab 

might drastically differ in vitro and in vivo.  

We have studied the ability of trastuzumab to inhibit the phosphorylation of key-proteins of 

PI3K/AKT/mTOR and RAS/RAF/MAPKinase signaling pathways in vitro, in breast cancer cell 

lines and in tumor biopsies taken from patient treated by trastuzumab pre-operative 

monotherapy as part of RADHER clinical trial.  

HER2-positive SKBR3, and HER2 negative MCF-7, cell lines were exposed to trastuzumab for 

72 hours. 

Forty-one patients received trastuzumab alone for a 6 weeks preoperative treatment. 

Biopsies were collected at baseline and at surgery. Nineteen pairs, associating baseline and 

surgery tumor specimens were eligible for protein extraction and comparative 

phosphoprotein expression analysis before and after treatment.  

Expression of phosphoproteins was quantitatively assessed using a multiplex immunoassay.  

In cell lines SKBR3, we observed a statistically significant decrease of the expression level of 

p-AKT, p-P70S6K, p-ERK1/2 and p-MEK1 after exposure to trastuzumab.   

In contrast, in patients, no statistically significant variations for levels expression of these 

phosphoproteins have been observed after treatment. The lack of down-regulation of 

PI3Kinase and MAPKinase pathways could probably be explained by the implementation of a 
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predominant immunological mechanism of action for trastuzumab, type of antibody-

dependent cell-mediated toxicity (ADCC), which has previously been reported in pre-

operatively setting as monotherapy.  

The present study confirms that trastuzumab involves different modes of action when 

assayed in vitro and used clinically.  
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INTRODUCTION 

Breast cancer treatment has evolved in the last 20 years thanks to the better understanding 

of molecular mechanisms and the identification of many genomic alterations involved in the 

carcinogenesis process. This knowledge also allowed the identification of new therapeutic 

targets and the development of numerous drugs specifically directed against these targets 

called targeted therapies. The HER2 (Human Epidermal Growth Factor 2) oncoprotein is one 

of the first therapeutic targets identified for breast carcinoma treatment. This protein is a 

class 1 transmembrane receptor with a tyrosine kinase activity and is involved in the 

oncogenic activation of many signaling pathways including MAP kinase and PI3 kinase 

pathways (1, 2). These pathways play a key-role in cellular homeostasis and regulate the 

mechanisms of growth, differentiation, cell proliferation and apoptosis. Both pathways are 

frequently dysregulated in breast cancers because of mutations, deletions or 

rearrangements on the signaling proteins encoding genes (3, 4).  

MAP Kinase and PI3 Kinase pathways are kinase dependent. Activation of these kinases leads 

to their active phosphorylated forms (5). Upregulation of signaling pathways and then an 

increase of the phosphorylation of the proteins involved in these pathways has been showed 

in many cancers. This was particularly the case for p-AKT in lung cancer, myeloid leukemia, 

prostate and breast cancers (6-8). Consequently, protein phosphorylation may be an 

indicator of signaling activity in tumors and can be used to assess the activity of intracellular 

signaling pathways (9). Levels of phosphorylated forms of cells signaling proteins may be a 

prognostic biomarker and may predict the tumors sensitivity to treatment (10-12) 

 

HER2 receptors are involved in tumor development and proliferation (13). Activating 

mutations on gene loci encoding the tyrosine kinase domain, or an overexpression of HER2 
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receptors can lead to up-regulation or dysregulation of downstream signaling pathways (13). 

HER2 is overexpressed in 15 to 20% of breast carcinomas (1, 14).  

Overexpression of HER2 was previously associated with a poor prognosis until the 

development of the first anti-HER2 therapy, trastuzumab, which drastically improves 

progression free and overall survivals of HER2-overexpressing breast cancers (15). 

Trastuzumab is an IgG1-type humanized recombining monoclonal antibody (mAb) directed 

against the extracellular domain of HER2 tyrosine kinase receptor (16, 17). This mAb 

specifically binds the subdomain IV of HER2 extracellular domain; through this molecular 

mechanism, trastuzumab activity is awaited by blocking HER2 downstream cell signaling (17-

19). Because of its IgG1 backbone, trastuzumab also acts through Antibody-Dependent Cell-

mediated Cytotoxicity (ADCC). The interaction of the Fc domain with Fc gamma receptor of 

immune cells (natural killer cells, macrophages) leads to the activation of these cells and 

therefore the lysis of cancer cells (1, 2, 16, 20-24).   

Several studies have proposed that the behavior and mechanism of action of trastuzumab 

might drastically differ in vitro and in vivo (19, 21) and that the relative involvement of 

signaling inhibition vs ADCC could be an important determinant of the activity of 

trastuzumab (25).  

 

The aim of this study was to compare the ability of trastuzumab to inhibit the 

phosphorylation of key-proteins of PI3K/AKT/mTOR and RAS/RAF/MAPKinase signaling 

pathways in vitro, in breast cancer cell lines and in tumor biopsies taken from patient 

treated by trastuzumab pre-operative monotherapy as part of RADHER clinical trial.  
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MATERIALS AND METHODS 
 

Cell lines 

HER2-positive SKBR3 (ATCC ®HTB-30™), and HER2 negative MCF-7 (ATCC® HTB-22™), cell lines 

were maintained in phenol red-free RPMI 1640 culture medium supplemented by 10% fetal 

calf serum (FCS) in 5% CO2 atmosphere. Both cell lines were exposed to trastuzumab (5.10-6 

mol/L) for 72 hours in FCS-free medium. 

 

Patients 

All patients (n=41) had early or locally advanced HER2 breast carcinomas and received 

trastuzumab as short-term preoperative monotherapy as part of RADHER-GEP04 clinical trial 

(EUdraCT N° 2007-004098-24). Trastuzumab was administered following a weekly schedule 

with a loading dose of 4mg/kg then 2mg/kg/week for 6 weeks. Surgery was performed after 

completion of the sixth cycle. All patients gave their written consent and study has been 

approved by the ethical committee of Nantes, France. All patients had baseline 18G-needle 

biopsies before the initiation of the treatment. A second biopsy was taken at surgery. 

Samples were snap-frozen to avoid phosphoproteins degradation. Before being submitted to 

total protein extraction, all biopsies were validated by a senior pathologist after 

Hematoxylin-Eosin frozen section examination to ensure minimal tumor cell content greater 

than 50%.  

Nineteen pairs of biopsies (baseline/surgery) were eligible for protein extraction and 

comparative phosphoprotein expression analysis before and after treatment.  
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Phosphoprotein expression analysis using multiplex bead-immunoassay:  

The expression levels of phosphorylated-AKT (p-AKT), p-P70S6 kinase, p-MEK1, and p-

ERK1/2, were quantitatively assessed using multiplex bead immunoassay as previously 

described (26). Briefly, proteins were extracted from cell cultures and tumor specimens 

using cell lysis kit (Bio-Rad) according to the manufacturer’s recommendations. Cell pellets 

(1.106 cells), or tumor specimens (15-20 mg) were first disrupted for 15 min by use a steel-

bead tissue lyser (Qiagen). Disrupted tissues were then exposed for 10 seconds to the lysis 

solution containing phenylmethylsulfonylfluoride antiprotease. Protein extracts were finally 

stored at -80°C until analyzed.   

Proteins extracts were transferred into 96 well-plates and diluted with 25 µl buffered 

solution. Beads bearing antibodies directed against the phosphoproteins of interest (p-AKT, 

p-P70S6K, p-MEK1, p-ERK1/2) were then added to each well and incubated overnight at 

37°C. Biotinylated antibodies and streptavidin-phycoerythrin solution were then added. 

Phosphoproteins expression was then assessed using BioPlex® (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) 

in accordance with manufacturer's instructions. Frozen protein extracts from MCF-7 cell line 

exposed to EGF (Epidermal Growth Factor) were used as positive controls. The results were 

recorded as mean fluorescence intensities expressed as arbitrary units and considered as 

significant when exceeding a signal/noise ratio of 3. Results were normalized to the data 

measured in the positive controls.  

 

Statistical analysis  

Results were recorded as mean fluorescence intensity of triplicate experiments (cell lines) or 

duplicate measurements (patients) and expressed as arbitrary units. Parameters had been 
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rescaled by dividing by the mean of the parameter before exposure to trastuzumab. Hence, 

all parameters before exposure to trastuzumab had a mean equal to 1 and effect size was 

not affected by this transformation. 

Comparisons of the parameters between the two times were made by a paired Student T 

test. Statistical analyses were performed using SAS software version 9.2 (SAS Institute Inc., 

Cary, NC27513 USA). Significant level was set at 0.05. 
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RESULTS 

In MCF-7 cell lines, the mean for phosphoproteins expression level after exposure to 

trastuzumab (5.10-6 mol/l) was 0.95 (standard deviation=0.04), 0.96 (0.21), 0.96 (0.11), 0.85 

(0.17) for p-AKT, p-ERK1/2, p-70S6K, p-MEK1 respectively. No statistically significant 

difference of the expression level of phosphoproteins before and after exposure to 

trastuzumab (p=0.36, p=0.78, p=0.63 and p=0.30) for p-AKT, p-ERK1/2, p-S70S6K and p-

MEK1 respectively) has been detected in MCF-7 cell lines (Table I, Figure 1A).  

In SKBR-3 cell lines, the mean for phosphoproteins expression level after exposure to 

trastuzumab (5.10-6 mol/l) was 0.32 (standard deviation=0.07), 0.68 (0.09), 0.83 (0.00), 0.68 

(0.07) for p-AKT, p-ERK1/2, p-70S6K, p-MEK1 respectively. A statistically significant decrease 

of the expression level of p-AKT (p<0.01), p-ERK 1/2 (p=0.02), p-70S6K (p<0.01) and p-MEK1 

(p=0.02) was observed after exposure to trastuzumab in SKBR-3 cell lines (Table I, Figure 

1B).  

In patients, the means for phosphoproteins expression level in biopsies taken after 

treatment was 0.89 (standard deviation=1.77), 0.92 (0.15), 0.98(0.70), 1.00 (0.69) for p-AKT, 

p-P70S6K, p-MEK1 and p-ERK1/2 respectively. No statistically significant variation of 

signaling phosphoproteins p-AKT (p=0.77), p-P70S6K (p=0.16), p-MEK1 (p=0.92) and p-

ERK1/2 (p=0.99) expression was observed after treatment (Table II, Figure 2). 
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DISCUSSION  

 

Trastuzumab is undoubtedly a major advance in the breast cancer treatment either in 

metastatic or adjuvant settings, alone or in combination with chemotherapy. This mAb 

dramatically improved response rate, progression-free and overall survivals in metastatic 

disease (15). However its exact mode of action remains partly elucidated and several studies 

suggested that the inhibition of the oncogenic signaling should not be the main mode of 

action especially when trastuzumab is given alone in chemotherapy-naïve patients (27). 

In this study, we analyzed the expression level of phosphoproteins from PI3K/AKT/mTOR and 

RAS/RAF/MAPKinase signaling pathways before and after exposure to trastuzumab.  

We compared the impact of trastuzumab in cell lines and in tumor specimens taken from 

patients with HER2 overexpressing early breast cancer, receiving trastuzumab as 

preoperative monotherapy as part of RADHER clinical trial. 

We showed here that trastuzumab has a different impact on the signaling pathways of MCF-

7 cell lines and SKBR-3. After exposure to trastuzumab, we found a statistically significant 

decrease in the expression level of p-AKT, p-P70S6K, p-MEK1, p-ERK1 / 2 in cell lines SKBR-3 

but not in MCF -7. This was predictable and can be explained by the fact that SKBR-3 cell 

lines overexpress HER-2 in contrast to the MCF-7 cell lines. 

Surprinsingly we did not observe any decrease of the expression level of phosphoproteins 

after treatment with trastuzumab as monotherapy in HER2 positive breast cancer patients 

which suggest that other mechanisms interfere. 

Previous studies have demonstrated that trastuzumab has several modes of action,  implying 

different mechanisms for antitumor activity in vitro and in vivo. It has already been shown 

that modulation of signaling pathways was the main mechanism when cell lines were 
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treated with trastuzumab whereas ADCC was the leading mechanism in small animals 

treated with the same molecule (22, 27, 28). It was also shown that the mechanism of action 

involved was different depending on the neoadjuvant or adjuvant setting, on the dose and 

on the administration schedule, but also on the presence or absence of co-administered 

drugs (27, 29, 30). Gennari et al. showed in 2004 that trastuzumab had a preferential 

immunological mechanism of action type of ADCC when it used as monotherapy and in 

preoperative setting (27). 

The tumor classification would therefore not be the only parameter to consider in predicting 

response to treatment (30).  

In our study, trastuzumab has been used in preoperative setting as monotherapy, so the lack 

of down-regulation of PI3Kinase and MAPKinase pathways could probably be explained by 

the implementation of a predominant immunological mechanism of action for trastuzumab 

type of ADCC, which is consistent with previous studies (27). Further investigations are 

needed to bring out ADCC mechanisms. 

Therefore it has been previously demonstrated that signaling pathways were interconnected 

with multiples point of convergence, cross talk and feedback loops and these pathways can 

activate or inhibit each other depending on the context and on cell conditions (31-35). A 

compensatory mechanism due to other signaling pathways could explain the absence of 

decrease of phosphoproteins expression levels.  

However, it should be noted that our study is performed on a small population, which can 

lead to a bias in our results. These results should be confirmed in a larger and more 

representative effective.  

Bio-Plex®phosphoprotein array does not provide subcellular localization data and does not 

take into account the heterogenicity of the tumor tissue (26). Tumor heterogeneity is a 
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major source of variability in results. Tumors can be polyclonal and therefore not expressed 

homogeneously phosphoproteins. We cannot neither be sure that the samples we analyzed 

were fully representative of whole tumor because the stroma is present in various 

proportions in the tumor tissue, which may explain the difference with the cell lines that are 

not affected by the stroma or by tumor heterogeneicity.  

Results can also be influenced by various parameters including pre-analytical phase.  

The pre-analytical steps for sampling may importantly influence the results particularly 

concerning phosphoproteins (36). Phosphoproteins are very sensitive to temperature and 

are rapidly degraded which may have an impact on results. Many variables can influence the 

quality of sampling particularly the intraoperative hypoxia and cold ischemic time. It has 

been previously shown on uterus surgical specimens that the time between exerese and 

analysis has an impact on the level of expression of phosphoproteins (37). 

The hot and cold ischemia time can influence the quality of samples and induced variation of 

expression levels of phosphoproteins, because phosphoproteins are very sensitive to 

phosphatase (37). It is difficult to prevent the dephosphorylation of the marker. Moreover, 

their degradation is preceded by an increase of their concentration in the sample. All these 

parameters are difficult to control. Rapid process is essential for any study using 

phosphoprotein to assess signaling activity. In our study this time has not been traced which 

could be a significant bias in our results. However, the procedure used in our study (exerese 

and snap freezing) ensure few variations in phoshoproteins expression by limiting their 

degradation. 

Therefore, the degradation can vary according to the tissue or tumor type and the 

phosphoprotein itself (36). Phosphoproteins levels can also be affected by others cellular 

stressors prior to tissue congelation (10). 
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CONCLUSION 

 

Although trastuzumab is widely used for the treatment of HER2-overexpressing breast 

cancers, the in vivo mechanism of action is not yet fully understood. In our study, we showed 

that trastuzumab inhibit MAPKinase and PI3Kinase pathways on cell-line overexpressing 

HER2 but not on HER2 overexpressing tumors treated pre-operatively as monotherapy. 

According to our results, it seems that the inhibition of oncogenic signaling pathways could 

not be the main mode of action when trastuzumab is given alone in chemotherapy naïve 

patients. Alternative molecular mechanisms such as modulation of immune pathways should 

be considered.  
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MCF-7 

Concentration 

Trastuzumab  

(x10-6 mol/l) 

0 5 p-value 

p-AKT 1.00 (0.06) 0.95 (0.04) 0.36 

p-ERK1/2 1.00 (0.03) 0.96 (0.21) 0.78 

p-P70S6K 1.00 (0.05) 0.96 (0.11) 0.63 

p-MEK1 1.00 (0.13) 0.85 (0.17) 0.30 

SKBR-3 

Concentration 

Trastuzumab  

(x10-6 mol/l) 

0 5 p-value 

p-AKT 1.00 (0.04) 0.32 (0.07) <0.01 

p-ERK1/2 1.00 (0.13) 0.68 (0.09) 0.02 

p-P70S6K 1.00 (0.01) 0.83 (0.00) <0.01 

p-MEK1 1.00 (0.12) 0.68 (0.07) 0.02 

Results expressed as mean (standard deviation) 

 
Table I: Expression level of phosphoprotein in HER2-positive SKBR3, and HER2-negative MCF-

7, cell lines 
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 Before treatment After treatment p-value 

p-AKT 1.00 (1.13) 0.89 (1.77) 0.77 

p-P70S6K 1.00(0.24) 0.92 (0.15) 0.16 

p-MEK1 1.00 (0.62) 0.98 (0.70) 0.92 

p-ERK1/2 1.00 (0.83) 1.00 (0.69) 0.99 

 

Results expressed as mean (standard deviation) 

Table II: Expression level of phosphoproteins in patients before and after treatment with 

trastuzumab.  
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Figure 1: Histogram represents the mean with error bar corresponding to the standard 
deviation A: Expression level of phosphoprotein in HER2-negative MCF-7 cell lines 
before exposure to tratsuzumab (in blue), and after exposure to trastuzumab (in red).  
B: Expression level of phosphoprotein in HER2-positive SKBR3 cell lines before 
exposure to tratsuzumab (in blue), and after exposure to trastuzumab (in red).  
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Figure 2: Expression level of phosphoprotein in the clinical specimens of invasive breast 
cancers before (in blue) and after treatment (in red) by Trastuzumab. Histogram represents 
the mean with error bar corresponding to the standard error of mean. 
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Discussion Générale 
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IV. Discussion Générale  
 

 Grâce aux progrès de la biologie moléculaire et au développement de techniques de 

détection innovantes, plusieurs biomarqueurs de réponse aux traitements ont été validés 

ces dernières années. C'est le cas de la surexpression de HER2 pour le traitement par 

trastuzumab, pertuzumab et trastuzumab-emtansine ou du statut hormonal pour le 

traitement par anti-œstrogènes ou inhibiteurs de l'aromatase dans les cancers du sein ou 

encore, entre autres, du statut mutationnel des gènes NRAS et KRAS pour la prescription du 

cetuximab et du panitumumab dans les cancers colorectaux métastatiques et des mutations 

BRAF V600 pour la prescription du vemurafénib pour le traitement du mélanome 

métastatique.  

Malgré ces découvertes qui ont amélioré de façon significative la prise en charge des 

patients et l'efficacité des traitements, le nombre de biomarqueurs validés et utilisés en 

routine reste actuellement très insuffisant. 

C'est le cas notamment des cancers du sein. Le cancer du sein étant de plus très hétérogène, 

il est nécessaire d'identifier de nouveaux biomarqueurs afin de mieux comprendre les 

mécanismes qui régissent le comportement des différents sous types de tumeurs et 

d'adapter les traitements en conséquence.  

L'identification de nouveaux biomarqueurs tumoraux est un des principaux objectifs de la 

recherche translationnelle. Cette recherche assure le lien entre la recherche fondamentale 

et la recherche clinique et permet d'accélérer l'accessibilité des patients à des molécules et 

des technologies innovantes. Elle permet une application plus rapide des découvertes 

biologiques en clinique.  

C'est dans ce sens que nous avons étudié tout au long de cette thèse plusieurs  

biomarqueurs tels que le statut mutationnel du gène PIK3CA ou encore le niveau 

d'expression des différentes phosphoprotéines des voies de signalisation PI3K/AKT/mTOR,  

RAS/RAF/MAPKinases et P38MAPKinase, ces biomarqueurs pouvant être potentiellement 

intéressants pour prédire la réponse aux thérapies ciblées.  

Ce travail de thèse met en évidence la complexité de cette tâche et montre les nombreux 

paramètres à prendre en considération pour comprendre les mécanismes qui régissent la 

réponse aux traitements.  
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 Concernant la première partie de ce travail, les techniques de détection utilisées étaient 

2 techniques de PCR temps réel : la PCR-HRM qui est une PCR de fusion haute résolution et 

la PCR-ARMS qui est une PCR spécifique d'allèle. Ces 2 techniques présentent des sensibilités 

différentes, ce qui peut avoir un impact sur les résultats. La PCR-ARMS est plus sensible mais 

utilise des amorces spécifiques des 4 principales mutations du gène PIK3CA, ce qui permet 

de détecter uniquement les mutations E545K, E542K, H1047R et H1047L (211) alors que la 

PCR HRM n'est pas spécifique d'une mutation particulière et permet l'analyse des mutations 

d'un exon complet.  

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 (6).  

Par ailleurs, la détection de biomarqueurs, que ce soit par des techniques de PCR pour la 

détection des mutations du gène PIK3CA ou par la technique BPA pour l'exploration de la 

fonctionnalité des voies de signalisation, est conditionnée par la qualité des prélèvements. 

Quelles que soient les techniques utilisées et leurs sensibilités de détection, il est capital de 

contrôler toutes les étapes de la phase pré-analytique pour obtenir des résultats fiables, car 

la phase pré-analytique constitue la plus grande source de biais dans les résultats. 

L'accréditation obligatoire des laboratoires selon la norme ISO 15189 a permis de normaliser 

et d'homogénéiser les pratiques cependant certains paramètres restent encore difficiles à 

contrôler, surtout en ce qui concerne les analyses de biologie moléculaire.  

Ainsi, lors du traitement pré-analytique des échantillons, la préservation du contenu 

moléculaire est fondamentale pour assurer la qualité des analyses. Cette qualité dépend à la 

fois du délai avant préservation de l'échantillon mais également du mode de préservation.  

Le délai de fixation, le temps de fixation, le type de fixateur utilisé, la température de la 

paraffine pour les échantillons inclus en paraffine, le délais avant congélation pour les 

échantillons congelés, 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) sont autant de paramètres pouvant influencer la qualité des analyses 
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de biologie moléculaire. Ils peuvent notamment être responsables d'une fragmentation des 

ADN et d'une dégradation des ARN messagers et des phosphoprotéines (212). Les ARN et les 

phosphoprotéines sont particulièrement sensibles et rapidement dégradés. Il est donc 

important de standardiser la phase pré-analytique pour la qualité des prélèvements. Il faut 

également s'assurer qu'il y ait assez de matériel tumoral au sein de l'échantillon pour 

pouvoir réaliser l'analyse.  

Lors de la détection du statut mutationnel du gène PIK3CA, les problèmes 

d'ininterprétabilité de certains échantillons étaient probablement dus à la présence d'un 

ADN de mauvaise qualité, dégradé pendant la phase pré-analytique.  

 

Concernant l'analyse par la technique BPA, la maîtrise du temps avant congélation est 

capitale si l'on veut détecter une expression des phosphoprotéines représentative de la 

tumeur car les phosphoprotéines sont rapidement dégradées à température ambiante.  Elles 

sont de plus très sensibles aux phosphatases. Il est cependant difficile de prévenir la 

déphosphorylation de ces marqueurs car la dégradation est variable en fonction du type de 

tumeur, du tissu mais également d'une phosphoprotéine à l'autre (213, 214). Ce paramètre 

reste donc très difficile à maitriser. L'expression des phosphoprotéines peut être influencée 

par de nombreux autres mécanismes cellulaires (215). Une dégradation des 

phosphoprotéines due au stress cellulaire au moment de la chirurgie a notamment été mise 

en évidence suite à la détection d'une augmentation de HSP70 (Heat Shock Protein 70) qui 

est un marqueur de réponse au stress cellulaire (215).  

Au cours de notre analyse nous n'avons pas tracé les temps d'ischémie froide et chaude ce 

qui pourrait entraîner un biais dans nos résultats. 

Par ailleurs, nous n'avons pas utilisé de témoin interne mais une moyenne des valeurs des 

échantillons pour déterminer une expression de base.  

Il faut également noter que l'évaluation du pourcentage de cellules tumorales reste difficile 

et peu reproductible ce qui peut également biaiser les résultats. Cette technique a donc pour 

avantage de permettre l'analyse simultanée de plusieurs biomarqueurs mais les différentes 

étapes de la phase pré-analytique ne sont pas toutes maîtrisées dans cette étude.  

De plus, l'analyse étant réalisée à partir d'un lysat tumoral, cela ne permet pas d'avoir 

d'information sur la localisation subcellulaire des biomarqueurs, ce qui représente une des 

limites de la technique.  
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Nous pourrions également envisager l'utilisation du fixateur RCL2® qui permet une meilleure 

conservation des protéines et assure une meilleure fiabilité des résultats (A. Harlé, résultats 

non publiés).  

Malgré ces problèmes de traitements des échantillons lors de la phase pré-analytique, la 

quantification des phosphoprotéines est intéressante pour évaluer l'activation des voies de 

signalisation et pourrait permettre l'identification de potentiels biomarqueurs pronostiques 

ou prédictifs. Des études ont d'ailleurs montré qu'une augmentation de la phosphorylation 

de 4EBP1 associée à une augmentation de p-AKT était un marqueur de mauvais pronostic 

dans les cancers bronchiques (216). D'autres études ont mis en évidence que la présence de 

l'EGFR ou de HER2 à l'état phosphorylé était un marqueur prédictif de la réponse au 

traitement par trastuzumab et de la PFS chez les patientes présentant un cancer du sein 

métastatique (217). Pour finir, des études ont détecté une diminution du niveau 

d'expression des phosphoprotéines p-EGFR ET p-MAPK après traitement par erlotinib dans 

les cancers bronchiques. Le niveau d'expression des phosphoprotéines pourrait donc être un 

indicateur de l'efficacité des traitements (215, 218). 

 

Cependant, à travers ce travail nous avons mis en évidence la difficulté de prédire l'impact 

réel des thérapies ciblées sur les voies de signalisation. Les voies de signalisation ne 

fonctionnent pas de façon linéaire mais sont interconnectées à de nombreux endroits. Elles 

ont ainsi la capacité de se réguler mutuellement grâce à des mécanismes compensatoires. 

Ainsi, la voie PI3K/AKT/mTOR ne régule pas uniquement la signalisation en aval mais module 

l'activation de nombreuses autres voies dont la voie RAS/RAF/MAPKinases. Ces 2 voies 

présentent de multiples points de convergence et sont notamment connectées au niveau de 

la protéine RAS. Le contexte cellulaire qui conditionne l'activation de RAS par PI3K ainsi que 

les conséquences biologiques de cette activation ne sont cependant pas encore totalement 

élucidés (206).  

Il existe également une boucle de rétrocontrôle « negative feedback loop » impliquant S6K-

IRS1-PI3K et RAS. 

 Cette boucle permet la régulation de la voie RAS/RAF/MAPK via la voie PI3K/AKT/mTOR et 

est inhibée par les inhibiteurs de mTOR comme vu précédemment dans l'étude RADHER. Ce 

mécanisme pourrait expliquer l'apparition de résistance au traitement (37, 219). 
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Un cross-talk entre AKT et RAF a par ailleurs été mis en évidence. AKT phosphoryle CRAF et 

BRAF et régule ainsi négativement la voie RAF/MEK/ERK (220, 221). AKT phosphoryle aussi 

et régule négativement ASK1 (apoptosis signal regulatory Kinase 1) entrainant l'inhibition de 

l'apoptose (222).  

PI3K régule quant à elle également la voie de signalisation JNK (c-Jun N-terminal Kinase) 

(223). De son côté, PTEN a la capacité d'inhiber RAS via la déphosphorylation de FAK (Focal 

Adhesion Kinase) et SHC entrainant ainsi la régulation négative en aval des MAPKinases 

(224).  

Des études ont également mis en évidence que le complexe TSC était régulé par les 

MAPKinases à 2 niveaux. D'une part P90RSK phosphoryle et inhibe TSC2 entrainant 

l'activation de mTORC1 et d'autre part ERK peut phosphoryler directement TSC2 (225, 226) 

(Figure 20). Les quelques interactions que nous venons de citer sont loin de constituer une 

liste exhaustive des mécanismes qui lient les voies entre elles mais donnent cependant un 

aperçu de la complexité des mécanismes mis en jeu, qui conditionnent la réponse au 

traitement. Ces observations soulignent l'intérêt d'utiliser des thérapeutiques de façon 

combinée dans le but d'agir à différents niveaux des voies et obtenir un blocage complet de 

la transduction du signal. L'association des thérapies ciblées est une des pistes à étudier 

pour contourner la résistance à certains traitements.  

Les mécanismes à l'origine de l'apparition des résistances sont complexes. Ils nécessitent 

une approche multiparamétrique et une modélisation des réseaux de signalisation prenant 

en compte les interactions entre les voies.  
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Figure 20: Interactions entre les voies de signalisation PI3K/AKT/mTOR et RAS/RAF/MAPKinases.  

Les 2 voies présentent de multiples points de convergence, se régulent mutuellement mais régulent également 
d'autres voies de signalisation. Modifié d'après Carracedo A. et al. (206). 

 

 

Parallèlement au manque de connaissances concernant les mécanismes qui contrôlent la 

régulation des voies de signalisation, nous avons également encore une connaissance 

incomplète des mécanismes d'action mis en jeu par les thérapies ciblées comme nous avons 

pu le constater avec le trastuzumab. Ainsi, le mécanisme d'action mis en jeu et la réponse au 

traitement sont également conditionnés par les conditions cellulaires, la situation clinique, le 

protocole d'administration mais également par la dose administrée comme l'ont démontré 

certaines études (192, 205).  
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A tous ces problèmes inhérents à la maitrise des étapes de la phase pré-analytique, et à la 

compréhension des mécanismes moléculaires qui contrôlent la réponse aux traitements 

viennent s'ajouter les problèmes liés à l'hétérogénéité des tumeurs. 

La prise en charge des cancers du sein est complexe de par la grande hétérogénéité des 

cancers du sein que ce soit sur le plan histologique, morphologique ou moléculaire.  

L'établissement d'une classification moléculaire depuis le début des années 2000 à partir des 

profils d'expression génique a permis de mettre en évidence que les tumeurs se 

comportaient biologiquement différemment et d'identifier des biomarqueurs d'intérêt et 

d'adapter les traitements en fonction des caractéristiques moléculaires des tumeurs. 

Des sous-types moléculaires ont été ainsi établis mais cette classification nécessite encore 

d'être affinée.  

On observe également une hétérogénéité au niveau de la répartition des cellules tumorales 

et du stroma au sein des échantillons, ce qui ne nous permet pas de savoir si la zone 

biopsiée est représentative de la tumeur ou si elle contient d'avantage de stroma que de 

cellules tumorales ou inversement. Ceci peut également faire varier les résultats des 

analyses.   

Il a par ailleurs été mis en évidence que le microenvironnement stromal jouait un rôle dans 

le développement et la progression cellulaire tumorale (227-229). Le rapport tumeur/stroma 

aurait une valeur pronostic dans certains types de cancers du sein (230, 231) et 

l'hétérogénéité morphologique intratumorale aurait une influence sur l'efficacité des 

traitements en situation néoadjuvante. Certains profils d'expression génique du stroma 

seraient prédictifs de la résistance à certains traitements (232, 233).  

Un autre problème réside dans le fait que les biomarqueurs sont modifiés au cours du 

temps, en fonction des traitements et sont également différents en fonction du site tumoral. 

Une différence du niveau d'expression des phosphoprotéines p-AKT et p-ERK analysées en 

IHC a notamment été mise en évidence entre la tumeur primitive et les métastases dans les 

cancers colorectaux (234). D'autres études ont, quant à elles, mis en évidence une 

augmentation des mutations du gène PIK3CA après traitement par paclitaxel  ou des 

mutations MED1 (Mediator complex subunit 1) suite au traitement par trastuzumab ou 

lapatinib dans les cancers du sein (235).  
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Ces constatations amènent à se poser certaines questions: Comment réévaluer les 

biomarqueurs au cours du traitement ? Faut-il rebiopsier? Problème éthique vis à vis des 

patients ? Quel site doit-on biopsier? Car du fait de l'hétérogénéité intratumorale et de la 

modification des biomarqueurs en fonction du traitement, l'analyse de la tumeur primitive 

est probablement insuffisante pour avoir une expression de biomarqueurs représentative de 

la tumeur.   

Il existe donc une hétérogénéité à la fois spatiale et temporelle. Selon le modèle Darwinien 

de développement d'un cancer, il existe des sous populations différents par leurs altérations 

génétiques au sein d'une même tumeur. Les cancers auraient une expansion clonale et 

seraient un ensemble théorique de plusieurs populations en voie de transformation ou déjà 

transformées par un processus continu de mutations et de sélection donnant naissance à 

des populations génétiques distinctes (Figure 21) (236).  

 

 

 

Figure 21:  Expansion clonale des cancers selon le modèle Darwinien.  

Une même tumeur est constituée de sous populations différents par leurs altérations géniques (TX: 
traitement). D'après Greaves M. et al. (237).  
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Des études ont par exemple mis en évidence une hétérogénéité intratumorale dans des 

tumeurs HER2+ due à la présence de sous clones HER2+ mais également de sous clones 

HER2- au sein desquels ont été retrouvées des mutations dites "driver", telles que des 

mutations activatrices du gène HER2 ou encore des amplifications de PI3K. La présence de 

ces mutations dans les sous-populations HER2- pourrait être une des causes de la résistance 

au traitement par trastuzumab (238).  

Cet exemple illustre bien la complexité d'adapter les traitements face à cette hétérogénéité 

tumorale.  

L'hétérogénéité intratumorale pourrait également être due à la présence de cellules souches 

cancéreuses capable de donner naissance à différents types cellulaires contribuant à 

l'hétérogénéité au sein d'une même tumeur (239).  

 

Les progrès de la génomique, et l'apparition de techniques de séquençage 

ultraperformantes type NGS (Next Generation Sequencing) ont permis l'identification de 

millions de mutations somatiques, de modifications épi-génétiques dans les cellules 

cancéreuses et ont confirmé la présence d'une très grande hétérogénéité intratumorale 

(240). Ces techniques qui permettent de séquencer le génome humain sont sensibles et  

permettent l'analyse d'un grand nombre d'échantillons en parallèle. Elles ont mis en 

évidence que le nombre de mutations retrouvées dans les cancers était très variable et 

pouvait aller d'une vingtaine à plusieurs centaines de milliers. Le véritable challenge réside 

dans l'interprétation de ces mutations et dans la distinction des mutations dites "driver", 

jouant un rôle dans le développement tumoral, des mutations "passengers" (237). La 

question est de savoir quelle est la signification clinique de l'hétérogénéité intratumorale. 

Les mutations ou anomalies retrouvées sont-elles toutes fonctionnellement et cliniquement 

significatives? Lesquelles pourront faire l'objet d'un ciblage efficace ? Une mutation 

"passenger" peut-elle devenir une mutation "driver"?  

L'hétérogénéité intratumorale joue probablement un rôle majeur dans l'apparition de 

résistances aux traitements car actuellement le profil moléculaire de la tumeur est défini en 

se basant sur l'analyse d'une seule biopsie, ce qui revient finalement à donner un traitement 

adapté à un seul sous-clone.  
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L'hétérogénéité évoluant au cours des traitements, les techniques de séquençage pourraient 

permettre de suivre l'évolution des profils d'expression génique au cours des traitements et 

permettraient d'identifier l'émergence de résistance.  

Cependant, actuellement toute analyse nécessite au préalable la réalisation d'une biospie ou 

d'une exérèse chirurgicale de la tumeur primitive ou d'une métastase. Ce qui n'est pas un 

geste anodin. La réalisation d'une biopsie est un geste douloureux et invasif qui ne permet 

pas de renouveler les prélèvements au cours des traitements. Il existe de plus des 

contraintes liées à l'accessibilité du site à biopsier.  

Ainsi pour contourner ces problèmes, depuis quelques années est apparu le concept de 

biopsie liquide. Ce concept consiste à isoler de l'ADN relargué par la tumeur dans la 

circulation sanguine et donc à détecter les mutations somatiques à partir d'un simple 

prélèvement sanguin.  

Lors de la croissance tumorale, certaines cellules meurent et relarguent leur contenu dans la 

circulation sanguine (241, 242). Le plasma contient alors une représentation de l'ensemble 

du génome de la tumeur et donc les mêmes altérations géniques et épigéniques que la 

tumeur dont il provient (243, 244). Toutes les mutations sont retrouvées que ce soit celles 

des métastases ou celles de la tumeur primitive. Ce concept moins invasif, beaucoup moins 

douloureux et moins contraignant pour les patients, permettrait de multiplier les analyses. 

L'ADN tumoral circulant est donc un potentiel futur biomarqueur de choix pour le diagnostic 

et pour la réponse au traitement. 

Plusieurs études ont déjà mis en évidence que l'analyse quantitative de l'ADN tumoral 

circulant permettait un monitoring de la maladie (245, 246). Il existe de plus une meilleure 

corrélation entre les variations du volume tumoral et le taux d'ADN tumoral circulant 

qu'avec le marqueur CA 15.3 ou les cellules tumorales circulantes dans les cancers du sein. 

L'augmentation du nombre de copie d'ADN tumoral serait donc un marqueur précoce de 

progression tumorale et permettrait d'évaluer l'efficacité des traitements (245). 

La détection des mutations à partir d'ADN tumoral circulant permet de pallier les problèmes 

d'hétérogénéité par détection des mutations rares dans les sous-clones mineurs ou dans des 

sous clones issus de différents sites métastatiques qui pourraient ne pas être identifiés par 

séquençage à partir d'une biopsie conventionnelle d'un site tumoral unique (247).  
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En revanche cette technique de détection ne permet pas de savoir à quels sites 

appartiennent les mutations détectées. De plus, certains tissus relarguent d'avantage que 

d'autres ce qui pourrait poser des problèmes pour le diagnostic (247).  

Cette technique pourrait cependant permettre la caractérisation moléculaire des tumeurs, 

mais également de suivre l'évolution des variations génomiques du cancer en réponse aux 

thérapies ciblées et d'adapter le traitement de manière continue (235). De nombreuses 

techniques telles que le Beaming, la digitale PCR ou encore la droplet digital PCR ont été 

développées mais leur faisabilité en routine reste encore à démontrer (Annexe 1).  
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V. Conclusion  

 

 Les thérapies ciblées que ce soit les anticorps monoclonaux ou les inhibiteurs de kinase, 

ont considérablement amélioré la prise en charge des cancers. Le ciblage thérapeutique est 

devenu la clef de la prise en charge en cancérologie. Cependant, malgré ces progrès, on 

observe souvent l'apparition de résistances. La compréhension des mécanismes à l'origine 

des résistances est primordiale pour améliorer l'efficacité des traitements. L'un des enjeux 

actuels de la recherche translationnelle est de trouver des solutions pour contourner cette 

résistance.  

A travers ce travail qui a consisté en l'étude de potentiels biomarqueurs prédictifs de la 

réponse aux traitements, nous avons mis en évidence l’importance de l'implication des voies 

de signalisation 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 des 

phosphoprotéines pourrait être intéressante pour affiner la caractérisation moléculaire des 

tumeurs et optimiser les critères utiles à la personnalisation des prescriptions afin 

d'améliorer l’efficacité des traitements.  

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 et notamment les mécanismes de 

régulation qui existent entre les différentes voies de signalisation.  

 

Les voies PI3K/AKT/mTOR, RAS/RAF/MAPKinases et P38MAPKinase restent 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.   
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La résistance au traitement est multifactorielle, ainsi les caractéristiques morphologiques, 

histologiques, moléculaires de la tumeur mais également, la présence de molécules co-

administrées, la dose administrée, le microenvironnement de la tumeur et le moment de 

l'administration sont autant de facteurs à prendre en considération s'il on veut comprendre 

les mécanismes à l'origine des résistances et réussir à les contourner. Voici autant de 

paramètres qui rendent la détection de biomarqueurs d'intérêt et leur utilisation en clinique 

complexes et qui justifient une pluridisciplinarité des équipes de recherche pour mener à 

bien les investigations.  
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Annexe: ADN tumoral circulant, chapitre 11,"Les Biomarqueurs en Oncologie", Pr. JL. Merlin, 
Springer, Paris, 2014. 
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Résumé 
 

Le cancer du sein est le cancer le plus fréquemment diagnostiqué chez la femme et constitue un véritable problème de santé 
publique. Les progrès de la biologie moléculaire ont permis la caractérisation des principales voies de signalisation et ont mis en 
évidence l'implication majeure de la signalisation cellulaire dans les processus de cancérogenèse. Des cibles moléculaires ont 
ainsi été identifiées et ont permis le développement de thérapeutiques dites ciblées, telles que les anticorps monoclonaux ou 
encore les inhibiteurs de kinase. Malgré ces avancées considérables qui ont permis l'amélioration de la prise en charge des 
patientes, on constate l'apparition de résistances aux traitements. Ce travail avait pour objectifs d'identifier de nouveaux 
biomarqueurs et de déterminer leur signification clinique, leur intérêt théranostique ainsi que leur impact sur la réponse aux 
traitements. 
Dans un premier temps nous avons étudié les mutations activatrices du gène PIK3CA. Ces mutations sont retrouvées dans 25% 
des cancers du sein et sont impliquées dans la résistance au trastuzumab, aux anti-œstrogènes et aux inhibiteurs de mTOR.  
149 échantillons de tumeurs de sein infiltrantes ont été analysés par une technique de PCR-HRM (High Resolution Melting) et  
118 échantillons par une technique de PCR-ARMS (Amplification Refractory Mutation System). Les résultats des 2 techniques 
étaient concordants (κ=0,845 ; p<0,001) et une relation entre mutations du gène PIK3CA et grade SBR a été mise en évidence, 
les tumeurs de grade SBR III étant moins fréquemment mutées que les autres (p=0.025 en HRM et p=0.009 en ARMS).  
Dans un second temps, notre travail a consisté en l'exploration fonctionnelle des voies de signalisation PI3K/AKT/mTOR, 
RAS/RAF/MAPKinases et P38MAPKinase. Pour cela nous avons analysé le niveau d'expression des phosphoprotéines p-AKT, p-
GSK3β, p-S6 kinase, p-MEK1, p-ERK1/2, p-P90RSK, p-IGF1R ainsi que p-P38MAPK par immuno-analyse multiplexe. Cette partie a 
comporté 3 études. Une première étude rétrospective sur 45 échantillons de tumeurs mammaires invasives congelées a mis en 
évidence des niveaux d'expression de P38 et de p-P38 plus élevés dans les tumeurs RE+. La deuxième étude était une étude 
prospective visant à déterminer des biomarqueurs de réponse à l'association trastuzumab-évérolimus chez des patientes 
présentant un cancer du sein précoce traitées en préopératoire. Cette étude a révélé une augmentation statistiquement 
significative du niveau d'expression de p-MEK1 (p=0.012), p-ERK1/2 (p=0.003) et p-P38MAPK (p<0.001) dans le bras de 
traitement associant l'évérolimus au trastuzumab qui pourrait s'expliquer par la suppression par l'évérolimus d’une boucle de 
rétrocontrôle négatif contrôlant l'activation de la voie RAS/RAF/MAPKinases. Dans le bras de traitement évaluant le 
trastuzumab seul, aucune variation du niveau d'expression des phosphoprotéines n'a été mise en évidence, y compris en aval 
du récepteur HER2, ce qui soulève l'hypothèse d'un mécanisme d'action prédominant immunologique du trastuzumab. La 
troisième étude qui comparait l'impact du trastuzumab in vitro et en situation clinique confirme la différence des mécanismes 
d'action mis en jeu en fonction des conditions cellulaires et cliniques.  
Dans son ensemble, ce travail a mis en évidence que  la détermination du statut mutationnel du gène PIK3CA et du niveau 
d’expression des phosphoprotéines pourrait être utile à une meilleure caractérisation moléculaire des cancers du sein et à 
l’optimisation de la personnalisation des prescriptions de thérapies ciblées. 
 

Breast cancer is the most frequently diagnosed cancer in women and is a real public health problem. 
Advances in molecular biology have allowed the characterization of the major signaling pathways and revealed their major 
implication in carcinogenesis processes. Molecular targets have been identified and have enabled the development of targeted 
therapies, such as monoclonal antibodies, or kinase inhibitors. Despite these considerable advances that have improved the 
care of patients, emerging of resistance to treatments has been observed. The aim of this work was to identify new tumor 
biomarkers and determine their clinical significance, their theranostic interest and their impact on the response to targeted 
therapies.  
Initially, we studied the activating mutations of the PIK3CA gene. These mutations are found in 25% of breast cancers and are 
involved in resistance to trastuzumab, antiestrogens and mTOR inhibitors. We analyzed 149 invasive breast tumor samples for 
PIK3CA gene mutations by PCR-HRM (High Resolution Melting) and 118 by PCR-ARMS (Amplification Refractory Mutation 
System). The results achieved with the 2 techniques were consistent (κ = 0.845; p <0.001) and a relationship between PIK3CA 
mutations and grade SBR was highlighted with a lower occurrence of mutations in SBR grade III tumors (p=0.025 in HRM and 
p=0.009 in ARMS).  
Secondly, we investigated the functional alteration of PI3K/AKT/mTOR, RAS/RAF/MAPKinases and P38MAPKinase signaling 
pathways. We have analyzed the expression level of phosphoproteins p-AKT, p-GSK3β, p-S6 kinase, p-MEK1, p-ERK1 / 2, p-
P90RSK, p-IGF1R and p-p38MAPK by multiplex immunoanalysis. This part includes 3 studies. The first study was a retrospective 
study of 45 frozen samples of invasive breast tumors in which we observed that the level of expression of P38 and p-P38 was 
higher in the ER + tumors. The second study was a prospective study to identify biomarkers of response to trastuzumab-
everolimus association in patients with early breast cancer treated preoperatively. This study showed a statistically significant 
increase of the expression level of p-MEK1 (p = 0.012), p-ERK1/2 (p = 0.003) and p-p38MAPK (p<0.001) in arm treated by 
trastuzumab associated with everolimus. It could be explained by the repression of a negative feedback loop involving S6K, PI3K 
and RAS by everolimus, leading to the activation of RAS/RAF/MAPKinases signaling pathway. In the control arm investigating 
trastuzumab alone, no significant variations of the level of expression of phosphoproteins was demonstrated, raising the 
hypothesis of the implementation of a predominant immunological mechanism of action for Trastuzumab. The third study that 
compared effect of trastuzumab in vitro and in clinical setting confirms that trastuzumab has different modes of action when 
evaluated in cells and in clinical conditions.  
As a whole, this work showed that determining the mutation status of PIK3CA and the expression level of phosphoproteins 
could be useful to refine the molecular characterization of breast cancers and optimize the criteria used to personalize the 
prescription of targeted therapies. 
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