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Chapitre 1 : Introduction Générale 
 
 
 
 
 
 
 
Introduction au chapitre : 

Ce premier chapitre est une introduction à ce travail de Thèse intitulé « Biomarqueurs à 

visée pronostique dans le cancer du sein ».  Dans un premier temps, nous aborderons des 

généralités sur le cancer du sein telles que l’épidémiologie, les différentes classifications 

actuelles ainsi que les thérapeutiques utilisées en pratique clinique. Dans un second temps, ce 

chapitre permettra de préciser la définition des biomarqueurs, leur caractérisation et place 

dans la prise en charge thérapeutique.  
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Le cancer du sein 

I- EPIDÉMIOLOGIE  

 

Les cancers de la prostate, du sein, du côlon-rectum et du poumon sont les cancers les plus 

fréquents. En 2015, le nombre de nouveaux cas de cancers en France métropolitaine est 

estimé à 385 000. Le nombre de décès est quant à lui estimé à 149 500. Chez l’homme, le 

cancer du poumon est le plus meurtrier devant le cancer colorectal et le cancer de la prostate. 

Chez la femme, c’est le cancer du sein qui se situe en tête de la mortalité précédant les cancers 

du poumon et colorectaux.  

 

Le cancer du sein constitue donc un enjeu de santé publique en se situant au 1er rang des 

cancers incidents chez la femme avec 54 000 nouveaux cas et 11 900 décès (taux de mortalité 

de 14,6 pour 100000 femmes) estimés en 2015 en France métropolitaine selon une étude de 

l’Institut National du Cancer(1). Cela représente 31% de l’incidence des cancers chez la 

femme et 18,2% des décès par cancer féminin. Une femme sur 9 développera un cancer du 

sein au cours de sa vie.   

 

Bien que le cancer du sein soit considéré comme une maladie du monde développé, une 

majorité (69%) de l’ensemble des décès survient dans les pays en développement(2). Cela est 

essentiellement dû à une absence de programme de dépistage précoce, se traduisant par une 

proportion élevée de femmes présentant une maladie à un stade avancé, et également à 

l’absence d’infrastructures de diagnostic et de traitement appropriées. 

 

II- CLASSIFICATION  

 

Le cancer du sein est une maladie très hétérogène, rendant compte d’un grand nombre 

d’entités biologiques associées à des caractéristiques pathologiques spécifiques et un 

comportement clinique différent. Cette hétérogénéité, associée à une adaptation permanente 

aux pressions environnementales (naturelles, traitements ou autres), a des implications 

cliniques multiples qui nécessitent un diagnostic précis afin d’adapter au mieux la 

thérapeutique et maximiser les chances des patientes à vaincre la maladie. Afin de prendre en 

compte cette hétérogénéité, différentes classifications sont disponibles et permettent de définir 
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des sous-groupes de patientes présentant des caractéristiques communes. Ces classifications 

reposent sur des critères cliniques et pathologiques, anatomopathologiques ou moléculaires.  

 

A- Histologie de l’épithélium mammaire normal  

 

Afin de mieux appréhender la classification actuelle des cancers du sein, il est importantde 

rappeler, dans un premier temps, l’histologie de l’épithélium mammaire normal (3). 

La glande mammaire est formée de deux épithéliums distincts (Figure 1): (i) le myo-

épithélium (ou épithélium basal), situé au contact de la lame basale et du stroma environnant. 

Ce dernier entoure les canaux et est à l’origine de leurs propriétés contractiles ; (ii) 

l’épithélium luminal faisant face au  lumen et subdivisé en cellules longeant les canaux et en 

cellules alvéolaires à l’origine de la production de lait. 

La glande mammaire est également composée de cellules souches et progénitrices plus ou 

moins engagées dans une voie de différenciation qui sont à l’origine de son importante 

capacité proliférative et régénérative. Ces cellules, plus rares, sont situées en position basale 

ou supra-basale, probablement au niveau de niches spécialisées. 

 

 
Figure 1 : Histologie de l'épithélium mammaire normal(3) 

 

 

B- Classification anatomopathologique classique 

 

La classification anatomopathologique des cancers du sein permet de distinguer les cancers in 

situ et les cancers infiltrants.  
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1- Les cancers in situ 

 

Les cancers in situ correspondent à une prolifération de cellules malignes sans rupture de la 

membrane basale et ne comportent, théoriquement, pas de risque d’envahissement 

ganglionnaire.  

Deux types de cancers in situ sont décrits : (i) les carcinomes canalaires, les plus fréquents (15 

à 20% des cancers du sein) et (ii) les carcinomes lobulaires. Ces derniers sont rares et 

actuellement considérés comme des facteurs de risque de développer un cancer infiltrant dont 

la fréquence de survenue est estimée entre 20 et 30% avec cependant une apparition tardive 

dans les 10 à 25 ans suivant le diagnostic(3).  

 

2- Les carcinomes infiltrants 

 

Dans ce cas, la prolifération tumorale dépasse la membrane basale. Les ganglions les plus 

souvent atteints par les cellules cancéreuses se trouvent sous les bras, au niveau des aisselles. 

Ils sont appelés ganglions axillaires. 21 types histologiques de carcinomes infiltrants sont 

décrits par l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS).  

Les carcinomes infiltrants les plus courants sont : (i) le carcinome canalaire infiltrant ou 

adénocarcinome canalaire. Il représente plus de 70% des carcinomes infiltrants et trouve son 

origine au niveau des canaux mammaires avant de s’étendre à l’ensemble des tissus 

mammaires environnants ; (ii) le carcinome lobulaire infiltrant qui représente 10% de tous les 

cancers du sein infiltrants. Il prend naissance dans les lobules mais traverse les glandes pour 

se propager aux tissus mammaires voisins et parfois aux ganglions lymphatiques ou d’autres 

parties du corps.  

 

D’autres formes plus rares peuvent également être observées, comme par exemple :  

- Le carcinome médullaire mammaire. Il représente 1% des cancers du sein infiltrants et 

se manifeste davantage chez les femmes de moins de 50 ans. Sa bordure est souvent 

de forme arrondie et bien limitée. Il présente une infiltration lymphoïde importante 

mais un pronostic plus favorable que le carcinome canalaire infiltrant. Ce type de 

carcinome déplace généralement les tissus environnants sans les infiltrer.  

- Le carcinome tubuleux. Ce dernier représente 1 à 2% des cancers du sein infiltrants. Il 

se manifeste davantage chez les femmes de 55 ans et plus. Le carcinome tubuleux a 
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tendance à être de petite taille et à ne pas se propager aux ganglions lymphatiques des 

aisselles. Il présente également un meilleur pronostic.  

 

C- Classification TNM 

 

Afin de définir l’ampleur du processus cancéreux au sein des tumeurs solides, l’Union 

Internationale Contre le Cancer (UICC) a établi la classification TNM. Cette classification 

permet de prendre en compte la taille de la tumeur (T), l’envahissement ou non des ganglions 

lymphatiques (N pour node) et la présence ou absence de métastases (M). La classification 

TNM du cancer du sein définit par la 7ème édition de l’UICC est présentée dans l’Annexe 1.  

 

L’association de ces trois critères permet de définir un stade caractérisant le degré de 

progression tumorale au moment de la résection chirurgicale.  Plus le stade est élevé, plus le 

risque de récidive et de métastases est important. Cette classification fait partie des premiers 

moyens développés afin d’établir le pronostic des patients dans de nombreux types de cancers 

dont le cancer du sein(4,5). La définition du stade TNM va également permettre d’orienter le 

choix de la thérapeutique après chirurgie en fonction de la situation clinique. Cependant, il 

s’est avéré que cette classification ne permettait pas de proposer le traitement le plus adapté 

dans le cancer du sein, c’est pourquoi cette dernière a été associé à une autre classification 

prenant en compte les caractéristiques moléculaires de la tumeur.   

 

D- Proposition d’une classification moléculaire 

 

L’utilisation de techniques génomiques à haut débit a récemment permis d’ajouter une 

caractérisation moléculaire aux données histologiques et cliniques utilisées jusqu’à la fin des 

années 90 pour classer les différents types de cancers du sein. 

Ces techniques ont permis d’identifier quatre sous-types majeurs sur la base de leur profil 

d’expression génique : Luminal A, Luminal B, Basal-like, HER2+ (ou ERBB2+). Un 

cinquième sous-type moins fréquent, le sous-type Normal-like, et, plus récemment, le sous-

type Claudin-low(6), ont été ajoutés à cette classification. 
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1- Sous-types luminaux 

 

Deux tiers des cancers du sein sont caractérisés par l’expression de récepteurs aux 

œstrogènes. Parmi eux, deux sous-types ont pu être identifiés, les luminaux A et B. Ces sous-

types, bien qu’ayant des caractéristiques communes, présentent des différences dans le profil 

d’expression génique, le pronostic et la réponse aux thérapeutiques.  

 

En effet, le sous-type luminal A correspond majoritairement à des cancers de bas grade, 

exprimant les récepteurs hormonaux (œstrogènes ER et progestérone PR) et d’évolution plutôt 

favorable. Le sous-type luminal B présente, le plus souvent, un niveau d’expression plus 

faible en ER ainsi qu’un niveau d’expression plus faible voire une absence d’expression des 

PR. Ce sous-type est de grade plus élevé et va présenter une expression plus importante de 

gènes codant pour des régulateurs du cycle cellulaire et notamment liés à la prolifération 

cellulaire (exemple : Ki67). Le sous-type luminal B présente donc un pronostic moins bon que 

celui du groupe A.(7) 

 

2- Sous-type HER2+ 

 

Ce sous-type est caractérisé par une amplification du gène HER2 (ou ERBB2) qui est un 

proto-oncogène impliqué dans la synthèse de la protéine de surface HER2 

(HumanEpidermalGrowth factor Receptor 2) appartenant à la famille des récepteurs à activité 

tyrosine kinase.  

Ce sous-type présente également une expression importante des gènes codant pour des 

régulateurs du cycle cellulaire ainsi qu’une expression modérée des gènes codant pour des 

protéines luminales (ER et PR). Ces tumeurs sont de pronostic plutôt défavorable.   

 

3- Sous-type basal  

 

Le sous-type basal est caractérisé par l’expression de gènes identiques à ceux exprimés par les 

lignées de cellules myoépithéliales. Ces cancers, très prolifératifs, ne vont exprimer ni les 

récepteurs hormonaux, ni ERBB2 mais présentent au moins un marqueur des cellules basales 

(CK5/6, EGFR, vimentine, actine du muscle lisse, c-kit)(8). De plus, ils présentent un taux 

plus important de mutations du gène suppresseur de tumeur P53. Contrairement aux cancers 

luminaux, ils sont de haut grade et de mauvais pronostic. La définition formelle des sous-
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types repose sur les profils d’expression mais le sous-type basal est le plus souvent défini 

comme le cancer du sein « triple négatif » (ER-, PR-, HER2-). 

 

4- Sous-type normal-like 

 

Ce sous-type présente une expression génique proche de celle du tissu mammaire normal. Le 

phénotype des tumeurs de ce sous-type reste assez mal défini. Leur pronostic est 

intermédiaire.  

 

5- Sous-type Claudin-low 

 

La caractérisation moléculaire du sous-type Claudin-low a mis en évidence un enrichissement 

du sous-type en caractéristiques analogues aux cellules souches et en marqueurs de la 

transition épithélio-mésenchymateuse ce qui le différencie en grande partie des autres sous-

types. De plus, il présente une expression faible en marqueurs luminaux et de prolifération. 

Ces tumeurs, également « triple négatives » sont de mauvais pronostic et présentent une 

réponse aux chimiothérapies intermédiaire(6).  

 

 

Environ 10 à 15% des tumeurs restent non classées et n’appartiennent pas aux groupes 

précédemment décrits. Certains sous-types sont eux-mêmes hétérogènes tels que le sous-type 

luminal A (hétérogénéité des tumeurs ER+), basal (p53 +/- ; BRCA1) ou HER2 (ER+/-) et des 

analyses plus approfondies permettront d’améliorer cette classification. La possibilité 

d’intégrer ainsi progressivement la classification histoclinique et la classification moléculaire 

devrait permettre une meilleure approche des traitements.  

 

III- THÉRAPEUTIQUES ACTUELLES 

 

L’établissement des critères anatomopathologiques et moléculaires d’une tumeur permet 

d’orienter au mieux la thérapeutique afin d’obtenir un rapport bénéfice/risque optimal. 

Actuellement, le traitement du cancer du sein repose sur cinq outils fondamentaux : la 

chirurgie, la radiothérapie, l’hormonothérapie, la chimiothérapie et les thérapies ciblées.  
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A- Chirurgie 

 

La chirurgie est une étape indispensable dans le traitement du cancer du sein, les autres 

traitements visant uniquement à réduire le risque de rechute. Elle consiste en l’ablation de la 

tumeur dans le cas de la tumorectomie, de l’ablation d’une partie du sein pour la 

segmentectomie, ou de l’ablation totale du sein dans le cas de la mastectomie. 

 

B- Radiothérapie 

 

La radiothérapie permet de traiter loco-régionalement les cancers en utilisant des radiations 

permettant de détruire les cellules tumorales tout en épargnant les tissus sains périphériques. 

Les séances de radiothérapie sont de courte durée et les effets secondaires moins importants 

que lors d’une chimiothérapie.  

 

C- Hormonothérapie 

 

L’efficacité de l’hormonothérapie est directement liée à la présence de récepteurs hormonaux 

dans le tissu tumoral. Si les récepteurs hormonaux sont exprimés alors le pronostic sera plutôt 

favorable et inversement. L’hormonothérapie sera essentiellement indiquée pour le sous-type 

luminal. 

 

Différentes classes thérapeutiques sont disponibles. On retrouve : 

- Les antagonistes des hormones. On retrouve deux classes : (i) les modulateurs sélectifs 

ds récepteurs aux œstrogènes : tamoxifène (Kessar®, Oncotam®) et (ii) les 

antagonistes compétitifs des récepteurs aux œstrogènes : fulvestrant (Faslodex®).   

- Les agonistes progestatifs à forte dose dont l’action va induire une inhibition de l’axe 

hypophyso-ovarien et donc une diminution des taux d’œstradiol, d’androgène et de 

cortisol. On retrouve dans cette classe : l’acétate de médroxy-progestérone (Dépo-

prodasone®, Farlutal®) et l’acétate de mégestrol (Mégace®).   

- Les agonistes de la LH-RH (hormones de synthèse) qui vont provoquer une castration 

chimique par rétrocontrôle négatif de l’axe hypothalamo-hypophysaire provoquant un 

effondrement du taux d’œstrogènes chez la femme pré-ménopausée uniquement. Un 

agoniste de la LH-RH est principalement utilisé dans le cancer du sein, il s’agit de la 

leuproréline (Enantone LP®)  
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- Les inhibiteurs de la synthèse des hormones : cette inhibition est permise par les 

molécules anti-aromatase qui seront uniquement efficaces chez la femme ménopausée. 

On retrouve principalement les anti-aromatase sélectif stéroïdiens (2ème génération) 

représentés par l’exemestane (Aromasine®) et les anti-aromatase sélectif non 

stéroïdiens (3ème génération) représentés par l’anastrozole (Arimidex®) et le létrozol 

(Femara®).  

 

De nombreuses résistances peuvent apparaître pour lesquelles le cancer devient hormono-

indépendant. C’est à cause de cette résistance que le traitement hormonal n’est souvent qu’un 

traitement palliatif et non curatif. De plus, en cas de mauvais pronostic, l’hormonothérapie 

sera fréquemment associée à une chimiothérapie.   

 

D- Chimiothérapie 

 

La chimiothérapie n’est pas spécifiquement antitumorale mais touche essentiellement les 

cellules en division ce qui induit une toxicité importante. Elle permet d’éliminer le risque de 

dissémination, de réduire la masse tumorale et le nombre/taille de métastases afin de faciliter 

l’exérèse chirurgicale. Elle permet de réduire le taux de mortalité et le risque de rechute mais 

présente de nombreux effets indésirables pour la patiente (fatigue, nausées, vomissements, 

chute des cheveux). 

 

Différentes classes de molécules sont utilisées, telles que les cytotoxiques alkylants 

(notamment le cyclophosphamide), les antimitotiques (taxanes) ainsi que les inhibiteurs de la 

topoisomérase (anthracyclines).  

 

La chimiothérapie est essentiellement indiquée pour le sous-type basal qui ne dispose pas 

encore de thérapie spécifique, mais pour lequel plusieurs cibles potentielles sont étudiées et 

également pour le sous-type claudin-low ou le sous-type luminal en cas de mauvais pronostic.  

 

La chimiothérapie dans le cancer du sein sera toujours associée à une radiothérapie ou une 

chirurgie du sein mais également à des molécules de classes différentes ou des thérapies 

ciblées afin d’obtenir une meilleure efficacité et de limiter le risque de résistance au 

traitement.  
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E- Thérapies ciblées 

 

La mise en évidence d’altérations moléculaires dans les cellules tumorales ou leur 

environnement a permis, en décrivant mieux la maladie, d’identifier de nouvelles cibles 

thérapeutiques puis de développer des thérapies spécifiquement dirigées contre elles. 

L’avènement des thérapies ciblées s’est déroulé conjointement à celui des biomarqueurs.  

Actuellement, 13 biomarqueurs conditionnant l’emploi de molécules disposent d’une 

autorisation de mise sur le marché dans 11 localisations tumorales, dont le cancer du poumon, 

le cancer colorectal et le cancer du sein.  

 

Dans le cadre du cancer du sein, les thérapies ciblées utilisées en clinique sont essentiellement 

représentées par les traitements anti-HER2 (Herceptin®, Tyverb®…). On peut toutefois 

retrouver également des traitements ciblant l’environnement tumoral comme les anti-

angiogéniques (Avastin®), qui permettent de faire régresser les vaisseaux tumoraux et 

d’inhiber la formation de nouveaux vaisseaux nécessaires au développement tumoral et à sa 

dissémination ou, les biphosphonates indiqués en cas de métastases osseuses.  

 

 

Aujourd’hui, la plupart des cas de cancer du sein sont traités par chirurgie, suivie d’un 

traitement adjuvant par radiothérapie ou chimiothérapie afin de limiter le risque de rechute. 

Cependant, ce traitement reste inefficace pour plus de la moitié des patientes et occasionne de 

nombreux effets secondaires (9). Cet exemple illustre un enjeu majeur de santé publique qui 

consiste à l’orientation du traitement du cancer du sein vers la médecine personnalisée 

permettant une prise en charge médicale adaptée à la forme particulière de la maladie 

développée par chaque patiente.  

Dû à l’importante hétérogénéité des cancers et à la complexité de leur développement, peu de 

thérapies ciblées sont, à ce jour, disponibles sur le marché. En effet, ce développement 

requiert tout d’abord l’identification d’une cible et d’un biomarqueur dont l’altération sera 

associée à la progression tumorale chez certains patients. Ensuite, il sera nécessaire de mettre 

au point un traitement permettant de rétablir le fonctionnement normal de cette cible ainsi 

qu’un test diagnostique dit « compagnon » permettant de prédire chez un patient donné 

l’efficacité du traitement.  
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Les biomarqueurs  

I- DÉFINITION  

 

Selon le National Institute of Health, un biomarqueur est : « une caractéristique qui est 

objectivement mesurée et évaluée comme un indicateur de processus biologiques normaux ou 

pathologiques, ou de réponses pharmacologiques à une intervention thérapeutique ».  

 

Cette définition inclut de nombreuses actions, au cours des phases de Recherche & 

Développement et en pratique médicale courante, réalisées par les chercheurs, l’industrie 

pharmaceutique ou les biologistes. Elle introduit deux notions importantes. Tout d’abord, un 

biomarqueur doit être mesuré avec fiabilité et précision. Ensuite, le caractère potentiellement 

indirect du biomarqueur qui est porté par un ou plusieurs paramètres biologiques doit 

permettre de caractériser un état physiologique, un état pathologique, l’évolution d’une 

maladie ou la réponse à un  traitement.  

 

La notion de biomarqueur est également incluse dans le concept de la théranostique qui 

consiste en l’utilisation d’un test diagnostique ou « test compagnon » permettant 

l’identification d’un marqueur afin d’orienter la thérapeutique du patient en fonction de son 

statut concernant le marqueur.  

 

II- EXEMPLES DE BIOMARQUEURS 

 

Le concept de biomarqueur n’est pas nouveau, ces derniers font partie des pratiques médicales 

depuis de nombreuses années mais leur développement s’est accéléré dans la dernière 

décennie (Figure 2). Dès 1848, la glycémie a été identifiée comme biomarqueur et reconnue 

tant pour caractériser le diabète que pour évaluer l’efficacité des molécules antidiabétiques.  

Dans le domaine de la cancérologie, le premier biomarqueur fut découvert également en 1848. 

Il s’agit de la protéine de Bence-Jones qui consiste en une chaîne légère d’Immunoglobuline 

éliminée dans les urines au cours de certaines hémopathies et notamment dans le myélome. Sa 

présence dans les urines contribue au diagnostic et le suivi de son taux permet de contrôler 

l’efficacité du traitement et l’évolution de la maladie.  
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L’anticancéreux 6-MercaptoPurine ou 6-MP (GSK) a été lancé en 1953 sur le marché et a 

permis de traiter un grand nombre de patients atteints de leucémies. En 1973, des chercheurs 

découvrent une forte toxicité dans certains cas qui sera plus tard identifiée comme la 

conséquence d’un polymorphisme de la TPMT (Thiopurine S-méthyltransférase). Les patients 

présentant une activité TPMT intermédiaire ou nulle s’exposent à un risque d’hématotoxicité 

sévère et parfois létale. Il conviendra alors pour ces patients de prescrire 10 à 50% de la dose 

habituellement utilisée. Dans ce cas, la recherche du polymorphisme de la TPMT aura un rôle 

de biomarqueur de toxicité.  

On peut également citer la découverte d’une mutation du gène KRAS qui est fréquemment 

observée dans les cancers. 50% des cancers colorectaux portent une mutation activatrice des 

gènes RAS entraînant une activation constitutive de la voie de signalisation EGFR. Ces 

mutations vont être associées à une inefficacité des traitements anti-EGFR donc seuls les 

patients non-mutés pourront bénéficier des traitements de thérapies ciblées (Erbitux® et 

Vectibix®). 

 

 
Figure 2 : Historique de la découverte et de l'utilisation des biomarqueurs 

Le dosage des biomarqueurs peut correspondre à des procédures très simples comme celui de 

la glycémie. Grâce au progrès, celui-ci peut également correspondre à des techniques plus 

complexes telles que l’identification d’une mutation spécifique du génome. En effet, le 



31 
 

développement des biomarqueurs est essentiellement lié à l’apparition de nouvelles 

connaissances, notamment à l’avènement des « omiques » - génomique, transcriptomique, 

protéomique et métabolomique - et à de nouveaux outils technologiques et rapides permettant 

de les identifier et de les quantifier. 

 

III- CARACTÉRISATION ET PLACE DES BIOMARQUEURS 

 

La caractérisation des biomarqueurs peut se faire selon quatre dimensions :  

(i) La nature du paramètre mesuré laquelle peut être biologique, anatomique, 

physiologique, biochimique, moléculaire,… 

(ii) L’aire thérapeutique ciblée comme par exemple l’oncologie, la neurologie, 

l’immunologie, l’infectiologie, la cardiologie, … 

(iii) La technologie de support qui repose essentiellement sur des technologies révélant 

les altérations d’un gène ou de son produit (ARN, protéine) mais également sur 

l’imagerie ou l’informatique.  

(iv) Le niveau de complexité entrera aussi en compte selon qu’il s’agit d’un marqueur 

monoparamétrique ou multiparamétrique (ex : détermination d’une signature 

biologique). 

 

La notion de biomarqueur est un concept polyvalent et va être associé à une ou plusieurs 

étapes du cycle de vie du médicament. 

Dans le cadre de la Recherche&Développement (R&D), la découverte de nouvelles molécules 

thérapeutiques sera essentiellement associée à l’utilisation de biomarqueurs de recherche pour 

lesquels deux types sont définis : (i) les biomarqueurs mécanistiques, ils permettent d’étudier 

et/ou découvrir les mécanismes physiopathologiques d’intérêts et (ii) les biomarqueurs de 

stade qui permettent de faire la distinction entre les différents stades de la maladie. 

Au cours de l’étape d’Evaluation Thérapeutique des nouvelles molécules identifiées, 

comprennant études précliniques et cliniques, seront spécifiquement utilisés des biomarqueurs 

d’efficacité et de toxicité ainsi que des biomarqueurs pharmacogénomiques. Les 

biomarqueurs d’efficacité/toxicité sont des paramètres biologiques se substituant à un critère 

clinique et permettent une évaluation provisoire du rapport bénéfice/risque du traitement. Les 

biomarqueurs pharmacogénomiques, quant à eux, vont permettre l’étude des mécanismes 

génétiques et des variations individuelles de la réponse aux médicaments. 
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Enfin, certains biomarqueurs seront utilisés de manière transversale au cours de la chaîne de 

valeur du médicament. On retrouve les biomarqueurs de diagnostic et/ou prédictif  associés à 

chaque étape du cycle de vie (R&D, évaluation thérapeutique et commercialisation). Ces 

derniers permettent d’identifier la pathologie et des populations cibles, et donnent une 

indication précoce sur la réponse au traitement. Enfin, les biomarqueurs de pronostic et de 

suivi, associés à l’évaluation thérapeutique et à la commercialisation, permettront de prédire 

l’évolution de la maladie et de suivre sa progression.  

 

Suivant ces définitions, deux types de biomarqueurs sont donc à distinguer et suivront des 

règles différentes de développement et de validation : 

(i) Les biomarqueurs utilisés indépendamment d’un médicament spécifique (tests de 

diagnostic/pronostic ou de suivi clinique par exemple) et ; 

(ii) Les biomarqueurs « compagnons », pour lesquels il existe également deux catégories : 

o Les biomarqueurs permettant de sélectionner les patients pouvant bénéficier ou 

non d’un traitement et ; 

o Les biomarqueurs utilisés conjointement à la prise d’un médicament afin de 

réaliser un suivi thérapeutique. 

 

Dans une récente enquête, le Leem (Les Entreprises du Médicament) a estimé que seulement 

3 à 5% des biomarqueurs utilisés au cours des phases de R&D et d’évaluation thérapeutique 

des nouveaux médicaments sont commercialisés. En cause, la difficulté de validation 

analytique et clinique car, afin d’envisager une utilisation en clinique, les biomarqueurs 

doivent présenter un maximum des critères suivants :  

 Utilisable en routine 

 Faisable 

 Simple (ex : mise en évidence par 

immunohistochimie) 

 Economique  

 Rapide d’utilisation 

 Robuste  

 Reproductible 

 Mesurable  

 Standardisé  

 Fondé sur une pathologie  

 Puissant

 

De plus, compte tenu des biomarqueurs déjà disponibles sur le marché, il sera essentiel 

d’apporter la preuve d’une utilité clinique.  
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Chapitre 2 : Les biomarqueurs à visée 

pronostique dans le cancer du sein  
 
 
 
 

Introduction au chapitre : 

Depuis de nombreuses années, les facteurs pronostiques sont utilisés en pratique clinique afin 

d’améliorer la prise en charge des patientes atteintes de cancer du sein. Ces derniers 

permettent d’évaluer la gravité et l’évolution de la maladie. Les premiers facteurs pronostics 

ont été représentés par un ensemble de critères clinico-pathologiques donnant notamment lieu 

à la classification TNM. Ces facteurs classiques sont bien connus et peu de changements sont 

intervenus ces dernières années dans leur connaissance ou dans l’analyse de leur impact. 

Cependant, l’avènement des nouvelles technologies et l’amélioration des connaissances dans 

le cancer du sein ont vu naître un certain nombre de biomarqueurs génétiques et protéiques 

permettant une caractérisation de la tumeur sur le plan moléculaire. Certains de ces 

biomarqueurs sont actuellement utilisés en pratique clinique et biologique et sont 

complémentaires des facteurs clinico-pathologiques pour l’établissement du pronostic. 

Dans la première partie de ce chapitre seront présentés, de manière exhaustive, les 

biomarqueurs à visée pronostique et utilisés en pratique clinique et biologique. Dans la 

deuxième partie, nous aborderons les biomarqueurs émergents pour lesquels différents 

modèles ont vu le jour (signatures multigéniques, test IHC4) et qui permettent une évaluation 

du pronostic grâce à l’association de plusieurs facteurs pronostics distincts. Dans la dernière 

partie de ce chapitre, quelques exemples de voie de recherche seront présentés. En effet, de 

nombreuses voies sont actuellement explorées afin de développer de potentiels nouveaux 

biomarqueurs. L’échappement thérapeutique de certains cancers du sein et la nécessité 

d’améliorer la prise en charge des patientes rendent indispensables ces travaux de recherche.     
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Les biomarqueurs protéiques et génétiques à visée 
pronostique utilisés en pratique clinique et 
biologique 

I- MÉTHODES D’IDENTIFICATION ET DE MESURE 

A- L’Immunohistochimie (IHC) 

 

L’IHC est une technique permettant la mise en évidence de certaines protéines cellulaires, 

qu’elles soient cytoplasmiques, nucléaires ou membranaires, spécifiques à un type ou à une 

fonction cellulaire, à l’aide d’un anticorps dirigé contre cette protéine.  

 

 
Figure 3 : Principe d'une réaction d'Immunohistochimie 

Afin de mettre en évidence des protéines cellulaires, l’IHC requiert l’utilisation d’anticorps 

dirigés contre les protéines aux propriétés antigéniques. Les anticorps utilisés peuvent être de 

deux types : 

(i) Anticorps monoclonaux : ils ne reconnaissent qu’un seul type d’épitope sur un 

antigène donné. Ils sont tous identiques et produits par un seul clone de plasmocyte. 

(ii) Anticorps polyclonaux : dans ce cas les anticorps seront hétérogènes car produits par 

des cellules différentes. Ils vont ainsi reconnaitre plusieurs épitopes.  

 

L’anticorps primaire sera détecté par un anticorps secondaire dirigé contre la partie constante 

du premier. L’anticorps secondaire est marqué par une enzyme dont l’activité va se manifester 

par la formation d’un précipité chromogénique après ajout du substrat. Ce précipité permettra 

une immuno-localisation de l’antigène spécifique en premier lieu au niveau tissulaire puis, si 
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possible, une localisation subcellulaire c’est-à-dire cytoplasmique, nucléaire ou membranaire 

(Figure 3). 

La technique d’immunohistochimie est utilisée en pratique clinique courante afin de mettre en 

évidence les récepteurs hormonaux (RE et RP), le récepteur HER2 ainsi que le Ki-67 dans le 

cancer du sein. Les marquages sont réalisés sur des zones tumorales représentatives de la 

tumeur choisie par le pathologiste qui peut ainsi distinguer les secteurs de carcinome invasif 

par rapport au reste du tissu. Il s’agit d’une évaluation semi-quantitative et subjective 

permettant la détermination de la présence ou de l’absence des protéines dans les cellules 

tumorales. 

 

B- FISH (Fluorescence in situ Hybridization)  

 

La technique de FISH permet l’hybridation de séquences spécifiques marquées sur le génome 

entier : centromères, régions sub-télomériques, loci spécifiques. Elle permet la détection de 

délétions ou d’amplification, l’identification de translocations ou d’autres réarrangements 

chromosomiques. 

 

 
Figure 4 : Principe de la technique de FISH 

Les sondes sont réalisées séparément suivant différents protocoles possibles mais tous basés 

sur la reconstitution d’un brin d’ADN à partir d’un brin matrice de départ. L’hybridation 

consiste à mettre en présence les sondes avec les molécules d’ADN peignées, c’est à dire 

étirées et alignées sur lamelles silanisées pour l’analyse en microscopie à fluorescence. 

L’ADN cible et les sondes sont ensuite dénaturés afin de permettre l’appareillage spontané 

des sondes aux séquences complémentaires présentes sur l’ADN. La révélation est ensuite 
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permise grâce à la reconnaissance des sondes par des anticorps marqués en fluorescence 

(Figure 4).      

 

Cette technique permet de mettre en évidence une amplification du gène codant pour la 

protéine HER2 surexprimée dans certains cancers du sein et est utilisée en association à 

l’IHC. La réalisation de la FISH nécessite la sélection d’un tissu comprenant du carcinome 

infiltrant  essentiellement et le contrôle de certaines étapes comme les conditions de fixation, 

l’épaisseur des coupes (4-5µm) et la digestion du tissu (éviter la sous- et sur-digestion) pour 

un résultat optimal.  

 

C- ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay) 

 

La technique ELISA est une technique permettant le dosage de protéines à faible 

concentration telles que des protéines plasmatiques (IgE, ferritine), hormones protéiques 

(hCG), marqueurs tumoraux (alpha foetoprotéine), ou molécules de petite taille (hormones 

stéroïdes, thyroïdiennes, médicament…). Elle permet également la recherche et le dosage 

d’anticorps pour le diagnostic de maladies infectieuses ou de maladies auto-immunes.  

 

 
Figure 5 : Principe d'une réaction ELISA 

Afin de permettre le dosage de protéines aux propriétés antigéniques, cette technique 

nécessite l’utilisation de deux anticorps spécifiques de l’antigène étudié. Un premier anticorps 

est tout d’abord fixé au fond d’une plaque de 96 puits (classiquement). La 1ère étape 

d’incubation immunologique consiste à ajouter la protéine antigénique à doser qui se fixera ou 

non au premier anticorps. La 2ème étape d’incubation immunologique consistera à ajouter un 

deuxième anticorps spécifique de l’antigène mais conjugué à une enzyme. L’ajout du substrat 

de l’enzyme permettra la formation d’un produit coloré dont l’absorbance sera mesurée pour 

établir la concentration de la protéine à l’aide d’une gamme d’étalonnage (Figure 5).      

 



37 
 

La technique d’ELISA est utilisée en pratique clinique courante, dans le cadre du cancer du 

sein, pour doser le biomarqueur uPA (Urokinase Plasminogen Activator) ainsi que son 

principal inhibiteur PAI-1 (Plasminogen activator inhibitor 1). Ce test doit être réalisé à partir 

de  tissus tumoraux frais ou congelés. 

 

II- LES RÉCEPTEURS HORMONAUX (RH) 

 

Depuis plus d’un siècle, un lien a pu être établi entre les hormones et le développement du 

cancer du sein. En 1896, George Beatson a mis en évidence que la suppression des ovaires 

chez la femme non ménopausée présentant un cancer du sein était à l’origine d’une réduction 

importante de la taille de la tumeur mais également d’une amélioration du pronostic(10). 

Cependant en 1900, Stanley Boyd(11) a observé que seulement un tiers des patientes 

répondaient de manière favorable à l’ablation des ovaires. Malgré cela, les thérapies 

endocrines sont devenues un standard dans le traitement du cancer du sein.  

 

Allen et Doisy (12) mirent en évidence la production d’hormones oestrogéniques par l’ovaire 

et, plus tard, c’est grâce à l’amélioration des techniques notamment de la chimie des 

radioisotopes que le récepteur aux œstrogènes fut identifié permettant d’imaginer des 

molécules ciblées dans le traitement et la prévention du cancer.  

 

Suite à l’observation que seulement un tiers des patients étaient répondeurs aux différentes 

formes de thérapies ablatives, Jensen and Jordan(10) ont émis l’hypothèse que si le récepteur 

aux œstrogènes était nécessaire à une croissance tumorale stimulée par les œstrogènes alors la 

détermination du statut ER dans la tumeur serait informative. C’est donc en 1971 que ces 

derniers ont signalé que les cancers du sein exprimant fortement les ER seraient plus 

susceptibles de répondre aux thérapies endocrines que les cancers ayant une faible 

expression(13). Cela a permis de mettre en évidence le caractère hétérogène des tumeurs 

mammaires et a marqué le début de l’ère des biomarqueurs dans le cancer du sein.    

 

Par la suite, ces études se sont poursuivies avec le récepteur à la progestérone et c’est Horwitz 

et McGuire(14) qui, pour la première fois, ont caractérisé ce récepteur dans les cancers du 

sein.  
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A- Les récepteurs aux œstrogènes   

1- Récepteurs : structure et mécanisme de transcription (Figure 6) 

 

Les récepteurs aux œstrogènes, pour lesquels deux isoformes sont décrits : ERα et ERβ, sont 

des facteurs de transcription activés par un ligand. Ils  appartiennent à la superfamille des 

récepteurs nucléaires, lesquels présentent deux domaines complémentaires : un domaine de 

liaison à l’ADN permettant la reconnaissance de séquences d’ADN spécifiques nommées 

HRE (Hormone Responsive Element) et un domaine de liaison du ligand.  

Les récepteurs nucléaires sont classés en 4 groupes selon l’état de dimérisation et les 

séquences d’ADN reconnus. Les ER appartiennent au groupe III qui comprend l’ensemble des 

récepteurs aux hormones stéroïdiennes : ER, PR, le récepteur des glucocorticoïdes, des 

minéralocorticoïdes et des androgènes.  
 

 
Figure 6 : Organisation structurale et fonctionnelle d'après Ogawa et al.(15) AF-1 : domaine 
d’activation transcriptionnelle constitutif ; DBD : domaine de liaison à l’ADN ; NLS : signal de 
localisation nucléaire ; LBD : domaine de liaison du ligand ; AF-2 : domaine d’activation 
transcriptionnelle  
 

En l’absence de ligand, le récepteur est localisé dans le noyau sous forme de complexe 

protéique inactif, avec les protéines Hsp. La fixation du ligand au LBD va stabiliser le 

récepteur en une forme active qui pourra alors se dimériser. Le complexe va alors transloquer 

dans le noyau et se lier à une séquence spécifique de l’ADN : ERE (Estrogen Responsive 

Element).  

 

Le contrôle de la transcription par les RE nécessite une interaction avec des corégulateurs, soit 

des coactivateurs pour la stimulation ou des corépresseurs pour l’inhibition de l’expression 

des gènes cibles(16). Ce contrôle est exercé via les domaines AF-1 et AF-2. Cependant, le 

domaine d’activation transcriptionnelle constitutif AF-1 présent sur l’isoforme ERα est 
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tronqué dans ERβ. De ce fait, l’activation transcriptionnelle d’ERβ sera uniquement permise 

par liaison du ligand via AF-2 localisé dans la région C-terminale.  

 

Une action immédiate, qui ne semble pas primordiale, est néanmoins permise par fixation du 

ligand à des récepteurs membranaires. Cette action non transcriptionnelle est à l’origine d’une 

activation de voies de signalisation cytoplasmique telles que la voie des MAP kinases ou la 

voie PI3 kinase-AKT.  

 

2- Récepteurs aux œstrogènes et cancer du sein  

 

Les œstrogènes sont essentiels au développement de l’épithélium mammaire normal en 

favorisant la prolifération des cellules épithéliales et la morphogenèse canalaire mais ils 

jouent également un rôle important dans la croissance de nombreux cancers. En effet, la 

liaison des oestrogènes à leur récepteur (notamment ERα) va favoriser la prolifération et la 

survie des cellules exprimant ces récepteurs via la modulation de l’expression de gènes pro-

mitotiques et anti-apoptotiques. L’action mitogène sur les cellules épithéliales de la glande 

mammaire peut également favoriser la génération de mutations et donc participer à la 

transformation tumorale(17).  

Malgré l’implication d’ERα dans le processus cancéreux, l’expression des œstrogènes est 

généralement considérée comme un marqueur de bon pronostic. En effet, les tumeurs du sein 

dépendent toujours, au moins initialement, de la stimulation par les œstrogènes et l’efficacité 

de l’hormonothérapie est directement liée à la présence de récepteurs hormonaux dans le tissu 

tumoral. Cependant, de nombreuses tumeurs progressent vers une croissance œstrogène-

indépendante induisant une résistance à l’hormonothérapie et une évolution plutôt défavorable 

du cancer.  

 

3- Mise en évidence des récepteurs aux oestrogènes dans le cancer du sein  

 

En pratique clinique, la détermination du statut ER est réalisée grâce à la technique d’IHC. 

Elle utilise un anticorps monoclonal de souris anti-ERα humain (clone 1D5) capable de 

reconnaître les cellules tumorales exprimant ERα dans un tissu FFPE (formalin fixed paraffin 

embedded)(18,19). Cet anticorps réagit spécifiquement avec ERα. Dans le cancer du sein, il 

est lié à une meilleure survie globale qu’ERβ et indique une réponse favorable au traitement 

endocrinien ce qui rend sa mesure plus utile(18–23). La révélation est réalisée par ajout d’un 
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anticorps secondaire couplé directement à un polymère sur lequel est fixé l’enzyme HRP 

permettant la transformation de son substrat en un précipité chromogénique.    

  

Les ER appartenant à la famille des récepteurs nucléaires, un profil de coloration nucléaire 

sera essentiellement observé au sein des cellules marquées (Figure 7). Tout marquage 

cytoplasmique devra être considéré comme non spécifique.  

 

 
Figure 7 : Immunomarquage des récepteurs aux oestrogènes : fort marquage nucléaire des cellules 
tumorales (RE+) 
L’interprétation des résultats devra être associée à des études morphologiques et évaluée en 

fonction des antécédents cliniques du patient et d’autres tests pronostics. Après réalisation de 

l’IHC, les lames sont analysées par un médecin anatomopathologiste qui va définir l’intensité 

du marquage et la quantité de cellules tumorales marquées.  

Afin de déterminer le statut ER, c’est le pourcentage de cellules marquées qui doit être pris en 

compte. Le seuil de positivité est établi pour un % de cellules marquées supérieur ou égal à 

10%. Pour une valeur inférieure à 10%, le statut de la tumeur sera considéré comme ER 

négatif et la patiente ne pourra pas bénéficier d’une hormonothérapie adjuvante. L’anticorps 

utilisé est fiable et efficace pour révéler le statut ERα, il apporte également des informations 

de prédiction exactes concernant la réponse aux traitements endocriniens(18,20,21). 

 

B- Récepteurs à la progestérone  

1- Récepteurs : structure et mécanisme de transcription 

 

Les récepteurs de la progestérone (PR) appartiennent à la même superfamille de récepteurs 

nucléaires que les ER et sont donc également des facteurs de régulation de l’expression 
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génique. Les ligands des PR, nucléaires ou membranaires, sont la progestérone, les 

progestatifs de synthèse et les modulateurs spécifiques du récepteur de la progestérone.  

 

Il existe 3 types de PR (Figure 8) provenant du même gène situé sur le chromosome 11(24). 

Ils appartiennent également au groupe III des récepteurs nucléaires. Leur structure est divisée 

en domaine de régulation transcriptionnelle, un domaine de liaison à l’ADN et un domaine de 

liaison au ligand. Le domaine d’activation transcriptionnel AF1 est constitutif et son action va 

se déclencher dès fixation du PR à l’ADN alors qu’AF2 nécessitera, en plus, la liaison de 

cofacteurs. AF-3 présent uniquement sur l’isoforme B du PR va permettre la fixation de 

coactivateurs et induira des fonctions biologiques différentes des deux autres isoformes. La 

troisième isoforme, RP-C, tronquée ne possède ni les domaines AF1 et AF3 ni le domaine de 

liaison à l’ADN et n’a été détectée que dans le cytoplasme. Elle est incapable d’activer la 

transcription mais aurait un effet inhibiteur sur les autres isoformes notamment par fixation de 

la progestérone alors non disponible pour RP-A et RP-B(25). 

 

 
Figure 8 : D’après Kastner et al(24)  Structure primaire des 3 isoformes du récepteur à la progestérone 

; DLA : domaine de liaison à l'ADN ; DLH : domaine de liaison à l'hormone ; AF : domaine 

d'activation transcriptionnelle ; DD : domaine de dimérisation  

Un faible pourcentage de PR proche de la membrane cytoplasmique va être capable d’activer 

différentes voies de signalisation intracellulaires de façon dépendante du progestatif fixé et 

jouerait un rôle dans le développement du processus cancéreux notamment par l’activation de 

facteurs de croissance(26). 

 

2- Récepteurs à la progestérone et cancer du sein 

 

L’action périphérique de la progestérone est liée à la présence d’œstrogènes. Parmi les 

nombreux gènes cibles de l’activité de transcription des ER, ces derniers vont avoir pour effet 
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de stimuler la transcription du gène PgR codant pour les RP. La progestérone va alors 

présenter des effets « anti-œstrogènes » ainsi que d’autres activités spécifiques de la 

localisation. 

 

Dans les cancers du sein ERα+, la présence des RP va être associée à un meilleur pronostic de 

la maladie(27). Diverses études ont montré par exemple, que :  

(i) Sur des lignées cellulaires de cancer du sein ERα+ PR+, le traitement par la 

progestérone induit un effet antiprolifératif(28–30). 

(ii) L’action des progestatifs va s’opposer à la croissance de xénogreffes ERα+ PR+ 

stimulée par les œstrogènes(31) 

(iii)La stimulation de cellules de cancer du sein ERα+ par la progestérone va induire une 

augmentation de la transcription de gènes de mort cellulaire, d’apoptose ou encore de 

différenciation(32).  

(iv) Dans le cancer du sein ERα+, la présence des PR va être un facteur prédictif 

indépendant de la réponse à une hormonothérapie adjuvante(33). 

 

L’ensemble de ces données démontre que l’activation des récepteurs à la progestérone peut 

avoir un effet anti-tumoral dans le cancer du sein ER+. Les cancers du sein ER+PR+HER2- 

sont ceux présentant le meilleur pronostic clinique du fait d’une susceptibilité plus importante 

à répondre à l’hormonothérapie. Les cancers du sein ER+PR- ne présentent pas 

nécessairement un défaut fonctionnel des ER car d’autres facteurs peuvent contribuer à la 

perte de l’expression des PR et également influer sur la réponse aux thérapies ciblant 

ERα(32).   

 

3- Mise en évidence des récepteurs à la progestèrone dans le cancer du sein  

 

La détermination semi-quantitative du statut PR en clinique est également réalisée par IHC. 

Elle utilise des anticorps monoclonaux de souris dirigés contre le PR humain (clones PgR 636 

et PgR 1294) présent dans des tissus sains et pathologiques FFPE.  

Les anticorps anti-PR reconnaissent les formes RP-A er RP-B et réagissent à la fois avec les 

PR libres et les PR liés à l’hormone(34). Les deux clones vont avoir pour épitope le domaine 

N-terminal présent sur les isoformes A et B. Afin d’obtenir un signal optimal, la réaction 

nécessite l’utilisation d’un anticorps secondaire intermédiaire lequel sera reconnu par un 

troisième anticorps couplé au polymère marqué à l’HRP.  
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L’interprétation clinique d’une coloration positive ou non doit également être associée à des 

études morphologiques et histologiques ainsi qu’aux antécédents cliniques du patient et autres 

tests diagnostics.   

Le profil de coloration cellulaire attendu pour les anticorps anti-PR est également nucléaire 

(Figure 9). Le statut PR est positif si, tout comme le statut ER,  plus de 10% des cellules 

présentent une coloration nucléaire, quelle que soit l’intensité.   

 

 
Figure 9 : Immunomarquage des récepteurs à la progestérone sur tissus mammaire tumoral riche en 

PR (Clone PgR 1294) (34) 

 

III- HUMAN EPIDERMAL GROWTH FACTOR RECEPTOR 2 - HER2 

 

L’EGF (Epidermal Growth Factor ou facteur de croissance épidermique) fait partie d’une 

famille de facteurs de croissance impliqués dans le développement et le fonctionnement de 

différents organes dont la glande mammaire. L’action de cette famille de facteurs de 

croissance, comprenant également les hérégulines, est permise grâce à 4 récepteurs 

membranaires ubiquitaires : ErbB ou HER (Human EGF Receptorrelated). Dès 1987, il fut 

montré que la surexpression d’ErbB2 (HER2) dans le cancer du sein était un facteur de 

mauvais pronostic, ce qui conduisit au développement par Genentech du premier traitement 

ciblant un oncogène, le trastuzumab (Herceptin®)(35).    
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A- Structure du récepteur HER2 

 

Les quatre récepteurs ErbB font partie de la famille des récepteurs à activité tyrosine kinase 

essentiels à la croissance, la différenciation et le contrôle du métabolisme cellulaire. Les 

récepteurs ErbB partagent une forte homologie de structure primaire qui se traduit par une 

organisation structurale commune caractéristique qui se décompose en trois 

parties(36,37) (Figure 10): 

 

 

- Une région extracellulaire composée de 4 sous-domaines : L1 et L2 

puis CR1 et CR2. 

- Un domaine transmembranaire essentiellement caractérisé par une 

forte hydrophobie des acides aminés le composant. 

- Une région cytoplasmique composée d’un domaine juxtamembranaire, 

un domaine à activité tyrosine kinase très conservé ainsi qu’un 

domaine terminal riche en sites de phosphorylation important pour la 

transduction du signal.        

 

 

 

B- HER2 et cancer du sein  

 

Les récepteurs ErbB sont impliqués dans de nombreux cancers humains. Les altérations 

observées sont des mutations, des surexpressions (avec ou sans amplification du gène) ou une 

stimulation anormale par leurs ligands(36,38). Dans le cadre du cancer du sein, une 

surexpression de HER2 est observée dans 23% des cas. Cette surexpression correspond dans 

95 à 98% des cas à un phénomène d’amplification génique suivie d’une surexpression 

protéique à la surface des cellules(39). 

 

Dans un contexte physiologique, la liaison du ligand au domaine extracellulaire des HER 

induit la formation d’homo- ou d’hétérodimères activés (par exemple EGFR-HER2). HER2 

est cependant le seul membre de la famille sans ligand identifié. Il est activé par 

hétérodimérisation avec un récepteur homologue capable de fixer un ligand (par exemple 

Figure 10 : Architecture 
des domaines protéiques 
de l'EGFR 
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EGFR, Figure 11) ou par homodimérisation lorsqu’il est surexprimé. Cette activation entraîne 

la phosphorylation des résidus tyrosines intra cytoplasmiques et déclenche ainsi des signaux 

de transduction intracellulaire, notamment la voie des MAP kinases, de la PI3 kinase ou 

phospholipase C. Au niveau cellulaire, ces voies de signalisation participent à la prolifération, 

à la migration et à la différenciation cellulaire et entrainent également un effet anti-

apoptotique (Figure 11). 

 

 
Figure 11 : Voie de signalisation HER2 

 

La survenue de l’amplification de HER2 est associée à une évolution défavorable de la 

maladie notamment due à une transmission excessive des signaux de transduction résultant en 

une augmentation des capacités de prolifération et de croissance des cellules tumorales. La 

surexpression de HER2 est associée à une réduction de la survie et, de ce fait, à un mauvais 

pronostic.  

 

Dans 50% des cas, l’amplification d’HER2 est associée à une absence d’expression des 

récepteurs aux œstrogènes. Ces cancers HER2+ER- sont pour la plupart de grade 3 et vont 

exprimer fortement plusieurs gènes de prolifération(40,41). D’autres types de carcinomes 

HER2 amplifiés existent et seront définis par le type d’altérations génomiques associées ou la 

nature du stroma.  
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C- Mise en évidence de HER2 dans le cancer du sein  

 

Deux méthodes sont utilisées en routine pour établir le statut HER2 dans le cancer du sein. 

Ces méthodes vont permettre dans un premier temps d’évaluer la surexpression de la protéine 

par IHC et dans un second temps, l’amplification du gène par FISH. Bien que ces techniques 

présentent leurs avantages et inconvénients, elles restent complémentaires notamment pour les 

cas intermédiaires où l’interprétation des résultats est plus complexe.  

La détermination du statut HER2 est indispensable à la prescription des thérapies ciblées 

ayant pour cible HER2. C’est pourquoi un biomarqueur « compagnon », l’HercepTest®, a été 

développé en association avec l’Herceptin®, traitement de référence dans les cancers HER2+. 

Ce biomarqueur est donc à la fois pronostic et prédictif en permettant la sélection des patients 

pouvant bénéficier ou non d’un traitement ciblé.      

 

1- IHC – HercepTest®(42) 

 

L’HercepTest® est une technique immunohistochimique de détermination semi-quantitative 

du statut HER2 sur tissus tumoraux FFPE. Il utilise un anticorps primaire de lapin dirigé 

spécifiquement contre la protéine HER2 humaine. La révélation est réalisée à l’aide 

d’anticorps secondaires (chèvre anti-lapin) marqués à l’HRP et reliés par une chaîne polymère 

commune afin d’amplifier le signal. 

 

Afin de déterminer le statut HER2, l’intensité du signal sera essentiellement prise en compte 

en association avec le pourcentage de cellules tumorales marquées. L’association de ces 

paramètres permet de définir un score compris entre 0 et 3+ dont les caractéristiques sont 

définies dans le tableau 1 et le marquage illustré dans la figure 12. 

L’expérience du pathologiste est essentielle car l’interprétation du marquage peut ne pas être 

évidente du fait par exemple d’un marquage hétérogène des cellules au sein d’un même tissu, 

d’un marquage membranaire incomplet ou encore d’un marquage occasionnel des cellules 

non tumorales. De plus, la coloration cytoplasmique doit être considérée comme non 

spécifique et ne doit pas être incluse dans l’évaluation de l’intensité de coloration de la 

membrane. Après détermination du score IHC, le pathologiste sera à même de déterminer si le 

patient peut bénéficier d’une thérapie ciblée ou non ou bien si la réalisation de la FISH est 

nécessaire.  
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Tableau 1 : Guideline pour la détermination du score HercepTest®(42) : 

Score Evaluation de la 

surexpression de 

HER2 

Caractéristique de coloration 

0 Négatif Absence de coloration ou marquage membranaire observé 

dans moins de 10% des cellules tumorales 

1+ Négatif Une coloration de la membrane à peine perceptible est 

détectée dans plus de 10% des cellules tumorales. Les 

cellules présentent une coloration membranaire incomplète 

2+ Faiblement Positif Coloration membranaire faible à modérée complète 

observée pour plus de 10% des cellules tumorales 

3+ Positif Coloration membranaire forte et complète observée pour 

plus de 10% des cellules tumorales 

 

 
Figure 12 : Exemples de marquage de la protéine HER2 par l'Herceptest 

 

2- FISH  

 

Cette technique est une méthode indirecte de détection de la protéine HER2 car elle repose sur 

la détection de l’amplification du gène et non sur la surexpression du récepteur protéique. 

Dans 5 à 10% des cas, une amplification d’HER2 pourra s’observer sans surexpression de sa 

protéine.  
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Différents kits d’hybridation in situ sont commercialisés, certains permettant un double 

marquage par co-hybridation de sondes HER2 et centromère du chromosome 17. En effet, la 

recherche du gène HER2 est le plus souvent couplée à un marquage du centromère du 

chromosome 17 afin de repérer les polysomies, source de faux positifs. 

A l’état normal, une cellule va présenter deux copies d’un même gène ainsi que 2 copies de 

centromère d’un chromosome. L’amplification génique de HER2 sera certaine à partir de 4 

copies du gène. Cette dernière sera considérée comme faible entre 4 et 10 copies et forte au 

dessus de 10 copies. Afin d’éviter le risque de faux positifs, il sera essentiel de réaliser un 

rapport HER2/centromère du chromosome 17. Un rapport supérieur à 2 sera synonyme 

d’amplification génique (Figure 13). Un médecin pathologiste expérimenté est ici aussi requis 

pour l’analyse microscopique de cette technique. 40 noyaux devront au minimum être étudiés 

voir plus si le nombre de copies du gène est évalué entre 3,5 et 4.   

 

 
Figure 13 : Evaluation de l'amplification génique de HER2 par FISH A : Carcinome du sein sans 
amplification génique présentant un ratio HER2(rouge)/CEP17(vert) <2 B : Carcinome du sein avec 
amplification génique présentant une augmentation du nombre de copies du gène HER2 (rouge) et un 
ratio HER2/CEP17 > 2 (43) 

 

IV- PROTÉINE KI-67  

A- Protéine Ki-67 : Généralités 

 

La protéine Ki-67 fut mise en évidence en 1983 par Gerdes et al(44) grâce à l’anticorps 

monoclonal Ki-67 obtenu par immunisation de souris avec les noyaux d’une lignée cellulaire 

de lymphome Hodgkinien. La caractérisation de cet anticorps a permis d’observer une 

réactivité avec une structure nucléaire présente uniquement au sein de cellules prolifératives. 

Au cours du cycle de division cellulaire, l’antigène a pu être observé dans le noyau des 

cellules durant les phases G1, S, G2 et mitose mais pas au sein des cellules quiescentes ou au 

repos en phase G0(45). Du fait de sa présence au sein des cellules prolifératives uniquement, 



49 
 

il a rapidement été mis en évidence que la protéine Ki-67 pouvait servir de marqueur de 

croissance cellulaire.C’est dix ans plus tard que la séquence primaire complète de la protéine 

fut publiéepar Schlüter et al(46). Deux isoformes furent décrites et différenciées par l’absence 

ou la présence de la région codée par l’exon 7 du gène Ki-67.  

 

Malgré une amélioration des connaissances sur la régulation du cycle cellulaire, aucun 

régulateur connu n’a pu être associé structurellement ou fonctionnellement à l’antigène Ki-67 

rendant difficile l’élucidation de sa fonction. Bien que son rôle fonctionnel ne soit toujours 

pas complètement élucidé, il est indiscutable que l’expression de Ki-67 et la prolifération 

cellulaire sont étroitement liées. La présence de la protéine au sein d’une cellule ne sera pas 

systématiquement associée à une division cellulaire active mais surtout à la capacité d’une 

cellule à se diviser : c’est ce qui définit un marqueur de prolifération(47).  

 

B- Ki-67 : facteur pronostique ou prédictif ? 

 

De nombreuses études cliniques résumées dans plusieurs revues ont été menées afin d’établir 

le rôle pronostique ou prédictif de la détermination du statut Ki-67(48–51). De manière 

générale, il a été montré un effet opposé de Ki-67 sur l’évaluation du pronostic et l’évaluation 

de la réponse à un traitement adjuvant. En effet, une augmentation de Ki-67 synonyme d’une 

augmentation de la prolifération cellulaire est associée à un mauvais pronostic. Cependant, 

elle est également associée à une augmentation de la réponse aux chimiothérapies, qui dans 

certains sous-types de cancer du sein, sera à l’origine d’une amélioration du pronostic. 

 

Concernant les tumeurs RH+, une réponse complète peut être obtenue par l’utilisation d’une 

hormonothérapie adjuvante. Une augmentation de Ki-67 sera alors de plus mauvais pronostic. 

A la différence des tumeurs RH-, pour lesquelles une hormonothérapie sera inefficace, 

l’augmentation de Ki-67 sera de meilleur pronostic puisqu’elle rendra la tumeur plus sensible 

aux chimiothérapies. Dans le cas des tumeurs chimio-résistantes, l’augmentation du Ki-67 

sera associée à une réduction de la survie. 

 

Ki-67 est donc un marqueur à la fois pronostique et prédictif mais les deux effets ne peuvent 

être dissociés. Après de nombreuses années d’étude de Ki-67 en tant que biomarqueur 

pronostique et/ou prédictif, ce n’est que récemment, au cours de la conférence St Gallen qu’il 
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a été suggéré une utilisation de la protéine dans le but de différencier les sous-types luminaux 

A et B(52,53).  

 

C- Mise en évidence de Ki-67 dans les cancers du sein  

 

L’expression de la protéine Ki-67 est mesurée semi-quantitativement par IHC afin d’étudier la 

prolifération des cellules tumorales notamment dans le cancer du sein. L’analyse IHC va 

permettre de définir un index de marquage ou index de prolifération qui représente le 

pourcentage de noyaux cellulaires marqués à l’aide de l’anticorps Ki-67. L’intensité du 

marquage ne sera ici pas prise en compte, chaque cellule marquée, quelle que soit l’intensité, 

sera considérée comme positive. Cependant, l’estimation de l’index Ki67 et son interprétation 

sont complexes. 

 

Tout d’abord, il est difficile de définir un seuil séparant les cas présentant un index faible et 

élevé. Ce seuil varie selon les publications entre 5 et 34%(48). En 2009, la conférence de St 

Gallen(54)a donc suggéré de définir trois catégories illustrées dans la figure 14 : 

(i) Prolifération faible si index < 15% 

(ii) Prolifération intermédiaire pour 16% < index < 30%  

(iii) Prolifération importante si index > 30% 

 

 
Figure 14 : Illustration des différents niveaux d'expression de Ki-67 A : Expression faible (Sous-type 
luminal A) ; B : Expression intermédiaire (Nécessite d’associer d’autres biomarqueurs) ; C : 
Expression importante (Sous type luminal B)(55) 
 

En 2011, cette même conférence a recommandé d’utiliser un seuil de 14% afin de différencier 

les tumeurs luminal A et luminal B de plus mauvais pronostic(52). En 2013, ce seuil fut 

changé à 20% mais avec la possibilité d’utiliser les seuils établis localement(53).    

A B C 
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La difficulté  pour établir ce seuil provient essentiellement de la complexité de l’estimation de 

l’index. En effet, cette estimation doit prendre en compte l’hétérogénéité intra-tumorale et 

dépend également de la variabilité inter-observateur. L’impact de l’hétérogénéité 

intratumorale est cependant moins important pour les cas présentant un index de prolifération 

très bas ou très haut. De plus, il peut également exister une hétérogénéité temporelle de 

l’expression de Ki-67 au sein du tissu tumoral notamment suite à l’utilisation d’une thérapie 

adjuvante, par exemple. Ces problèmes d’hétérogénéité seront importants essentiellement 

dans les cas où cela doit faire l’objet d’une décision thérapeutique.  

 

V- UPA/PAI-1 (UROKINASE PLASMINOGEN ACTIVATOR / PLASMINOGEN 

ACTIVATOR INHIBITOR -1) 

A- Biologie 

 

uPA est une protéase appartenant à la famille des sérine peptidases qui présente deux 

caractéristiques  spécifiques à son activité la différenciant des autres membres de cette 

famille.  

 

1- Spécificité de substrat  

 

L’uPA présente une spécificité de substrat restreinte. In vivo, un seul substrat biologique a pu 

être identifié. Il s’agit de la proenzyme plasminogène qui, après action de l’uPA, sera 

transformée en une sérine protéase active, la plasmine. In vitro, l’action de l’uPA a cependant 

pu être étendue à d’autres protéines telles que la fibronectine, l’intégrine α6, le facteur de 

croissance hépatocytaire, le récepteur à l’uPA et l’uPA elle-même(56–58). 

 

Cependant, la plasmine va avoir la capacité de cliver de nombreux substrats. C’est cette 

dernière qui va permettre un remodelage de la matrice extracellulaire par sa capacité à 

dégrader ou remodeler plusieurs de ses composants (laminine, fibronectine, ténascine C et 

ostéopontine)(59,60). La dégradation des composants de la matrice extracellulaire va induire 

la libération et l’activation de facteurs de croissance à l’origine d’une augmentation de la 

prolifération, de la migration cellulaire, de l’invasion et des métastases.  

La plasmine va également pouvoir activer de nombreux précurseurs d’enzymes (zymogènes) 

dont notamment les précurseurs de nombreuses métalloprotéases matricielles ou encore la 
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pro-uPA, précurseur de l’uPA(59). Les métalloprotéases vont alors pouvoir participer à la 

dégradation de la matrice extracellulaire. 

 

2- Action via un récepteur membranaire 

 

L’action de l’uPA est également permise grâce à sa liaison avec un récepteur membranaire, 

l’uPAR (ou CD87)(61). Cependant, ce récepteur ne peut pas induire de signalisation en aval 

du fait de l’absence d’un domaine transmembranaire. Pour cela, il doit interagir avec d’autres 

molécules telles que l’EGFR(62), le PDGFR (platelet-derived growth factor receptor)(63), ou 

certaines intégrines(64) par exemple. Cette interaction est à l’origine d’une signalisation 

permettant la régulation de la prolifération cellulaire, de la migration et des métastases ce qui 

va renforcer l’action de la plasmine.           

 

Afin de réguler l’activité de l’uPA, deux protéines endogènes vont pouvoir l’inhiber: PAI-1 et 

PAI-2. Cette inhibition est dûe essentiellement à la liaison de PAI-1 au complexe uPA-uPAR, 

ce qui va déclencher une endocytose du complexe qui sera alors dégradé(65,66).  

 

B- Implication dans le cancer 

 

Par son mécanisme d’action, uPA va causalement favoriser l’invasion des cellules 

cancéreuses et les métastases(56,58). Le rôle de l’uPA dans les métastases a été confirmé par 

l’utilisation de souris déficientes en uPA ou en plasminogène. Chez ces souris, il a pu être 

observé une réduction spontanée des métastases sans cependant affecter la croissance 

tumorale(67). Plus précisément, elle va permettre l’échappement initial des cellules tumorales 

du site principal et donc participer à la dissémination à un stade précoce(68). 

 

Bien que l’on puisse s’attendre à un rôle protecteur de PAI-1 de par l’inhibition de l’uPA, 

Masuda et al ont mis en évidence un rôle direct dans le cancer et un des mécanismes pro-

tumoral de PAI-1 serait de favoriser l’angiogenèse(69). De plus, il a également été montré que 

PAI-1 protège les cellules endothéliales ainsi que différents types de cellules tumorales de 

l’apoptose. Ce blocage est entre autre dépendant de l’activation de la plasmine médiée par 

uPA(70).   

Du fait de leurs rôles importants dans le processus cancéreux, le développement d’uPA et 

PAI-1 en tant que biomarqueurs a été essentiel. Ils furent les premiers biomarqueurs à voir 
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leur utilité pronostique et prédictive validée dans le cancer du sein. Dans un premier temps, il 

a été établi un lien entre une activité catalytique importante de l’uPA et une réduction de 

l’intervalle sans récidive chez les patientes atteintes de cancer du sein(71). Des niveaux 

d’expression élevés d’uPA mais aussi de PAI-1 ont donc été associés à un mauvais pronostic 

dans le cancer tout en étant indépendants l’un de l’autre.  

Suite à cela, les patientes à haut risque peuvent donc bénéficier d’une chimiothérapie 

adjuvante afin de réduire la probabilité de récidive de la maladie. A l’inverse, les patientes à 

faible risque de récidive pourront éviter la toxicité d’une chimiothérapie et réduire également 

les coûts de traitement. uPA et PAI-1 présentent donc également un intérêt en tant que 

biomarqueurs prédictifs. Plusieurs études ont montré une amélioration de la réponse aux 

chimiothérapies, aux thérapies anti-métaboliques (CMF) et anthracyclines chez les patientes 

présentant une expression plus importante en uPA et PAI-1(72–75).  

 

C- Mise en évidence dans le cancer du sein  

 

Actuellement, seule la méthode ELISA a subi une validation analytique et est utilisée pour le 

dosage d’uPA et PAI-1. Les kits ELISA commercialisés pour la mesure de l’uPA et de PAI-1 

sont indiqués chez les patientes ayant un cancer du sein sans atteinte ganglionnaire à risque 

faible ou élevé de rechute après chirurgie. Des concentrations au dessous du seuil établi à 3ng 

d’uPA/mg et 14 ng PAI-1/mg de protéines totales vont classer les patientes dans le groupe à 

faible risque de récidive. Des concentrations au dessus de ce seuil seront associées à un risque 

de récidive élevé.      

 

La technique ELISA a cependant ses limites. Cette dernière nécessite de grandes quantités de 

tissus tumoraux pour sa réalisation et doit être effectuée sur tissus frais ou congelés, c’est 

pourquoi des tests immunohistochimiques, pouvant être réalisés sur tissus FFPE, sont 

actuellement en développement.   
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Les biomarqueurs émergents  

Certaines caractéristiques cliniques et pathologiques telles que la taille de la tumeur, le statut 

ganglionnaire et l’invasion lymphovasculaire sont des facteurs de risques associés au 

pronostic du cancer du sein. D’autres paramètres comme la présence ou non des récepteurs 

aux œstrogènes ou à la progestérone, de HER2 ainsi que l’index de prolifération vont à  la fois 

être des facteurs pronostics et prédictifs de la réponse au traitement. Indépendamment les uns 

des autres, ces facteurs de risque vont entraîner un pronostic plus ou moins favorable. 

Cependant, l’association de plusieurs facteurs pourra avoir un impact différent sur le 

pronostic. C’est donc dans le but d’améliorer la détermination du pronostic dans le cancer du 

sein que des modèles multivariables ont été développés. Différents modèles ont vu le jour, 

d’une part de nombreuses signatures multigéniques et d’autre part, un test IHC4 reposant sur 

l’analyse IHC de plusieurs facteurs.         

 

I- SIGNATURES MULTIGÉNIQUES 

 

Ces dernières années ont permis d’observer un changement important dans la prise en charge 

de nombreuses tumeurs solides dû en grande partie aux progrès de la biologie moléculaire et 

de la génétique. Notamment, la classification des cancers du sein s’est précisée et a permis de 

définir des sous-groupes de patientes présentant des pronostics différents ce qui a abouti à la 

première « signature » pronostique moléculaire appelée « signature 70 gènes »(76). Depuis, 

de nombreuses autres « signatures » ont été développées et seront également présentées dans 

cette partie. 

 

A- Méthodes de détermination des signatures multigéniques 

1- Technologie de la RT-qPCR 

 

L’acronyme RT-PCR signifie Reverse Transcriptase – Polymerase Chain Reaction. Il s’agit 

d’une PCR « classique » mais réalisée après transcription inverse d’un acide ribonucléique 

(ARN) en ADN complémentaire. Cette technologie est donc constituée de deux étapes : 

(i) La transcription inverse 

(ii) L’amplification génique par PCR 
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Dans un premier temps, la synthèse de l’ADNc est permise grâce à l’action de transcriptases 

inverses qui sont des enzymes ADN polymérases ARN dépendantes capables d’utiliser un 

brin d’ARN comme matrice. La transcriptase inverse va nécessiter une amorce afin de débuter 

la synthèse du brin d’ADNc. Cette amorce sera le plus souvent obtenue à partir d’une 

séquence polyadénylée présente sur l’ARN. Le retournement de l’extrémité 3’ servira 

d’amorce à l’ADN polymérase intervenant dans la réplication de l’ADN. Enfin, l’action d’une 

nucléase sera nécessaire pour former une extrémité franche à partir du simple brin persistant 

et obtenir un ADNc double brins (Figure 15).  

 

Dans un second temps, la PCR va permettre d’amplifier de manière sélective l’ADN choisi 

(Figure 16). Au cours du premier cycle de PCR, les deux brins d’ADN seront séparés par 

l’action de la chaleur. Ensuite, des amorces seront ajoutées par fixation à la région 3’ et vont 

encadrer la région à amplifier. L’hybridation de ces amorces se fera à 55-65°C. Enfin la Taq 

polymérase synthétisera le brin complémentaire. Dans les cycles suivants, les mêmes étapes 

seront reproduites.  

 
Figure 15 : Synthèse d'ADNc à partir d'un ARNm 

 
Figure 16 : Premier cycle de PCR 
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2- Technologie des « puces à ADN » 

 

Cette technologie permet d’analyser l’expression de nombreux gènes présents dans une 

cellule ou un tissu donné en une réaction unique de manière rapide et efficace. Cette 

technique se base sur le principe d’hybridation qui signifie que deux fragments d’acides 

nucléiques complémentaires peuvent s’associer et se dissocier de façon réversible sous 

l’action de la chaleur et de la concentration saline du milieu(77). 

 

Une puce à ADN consiste en un support rigide sur lequel vont être déposées de courtes 

séquences d’ADN. Ces séquences également appelées « sondes » correspondent à des 

oligonucléotides de synthèse ou à des produits de PCR qui seront spécifiques d’un gène 

unique. Ce dispositif sera alors mis en contact avec les cibles à étudier, marquées par 

incorporation de radioéléments ou de fluorochromes, qui peuvent être de différentes origines 

et de différentes natures (ARNm, ADNc obtenu par RT-PCR…). Après acquisition des 

images d’hybridation, le niveau d’expression dans l’échantillon initial sera obtenu par 

quantification des signaux d’hybridation de chaque gène présent sur la puce (signal de 

détection proportionnel à la concentration de la cible) (Figure 17). 

 

Les puces à ADN permettent l’analyse des mutations, l’analyse de l’expression des gènes 

(transcriptomique) mais également le séquençage.     
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Figure 17 : Principe de la technologie des "Puces à ADN" 

 

B- Signature à moyen débit reposant sur la technologie de la RT-qPCR 

1- Endopredict® (Myriad) (78) 

 

Les cancers du sein RE+HER2- constituent une catégorie pour laquelle le choix de la 

thérapeutique à adopter est plus complexe. En effet, ces patientes vont présenter différents 

profils de risque. Pour certaines, une hormonothérapie seule sera suffisante mais dans d’autres 

cas, dû à un risque de récidive plus important, il sera important d’associer une chimiothérapie. 

C’est à ce niveau qu’EndoPredict® test va intervenir puisqu’il est indiqué chez les patientes 

atteintes de cancer du sein RE+HER2- traitées par une hormonothérapie adjuvante 

uniquement.  

Il va permettre de définir la probabilité de récidive à l’aide de deux scores « l’EP risk score » 

et « l’EPclinrisk score ». « L’EP risk score » repose sur une signature multigénique 

comprenant 8 gènes d’intérêt dans le cancer du sein décrit dans le tableau 2 et sur 3 gènes de 

normalisation (CALM2, OAZ1 and RPL37A). Le score obtenu est compris entre 0 et 15 et le 

seuil de discrimination permettant de différencier les patientes de faible et haut risque de 

récidive est de 5.  
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Tableau 2 : Annotation fonctionnelle et association de phénotypes spécifiques des gènes d’intérêt(77) 

Gènes d’intérêt Implication dans le processus biologique Association avec 

l’expression du 

RE 

AZGP1 (Alpha-2-

glycoprotein 1, zinc-

binding) 

o Adhésion cellulaire Corrélé au RE 

 

 

BIRC5 (Baculoviral 

IAP repeat-

containing 5) 

o Anti-apoptique 

o Division cellulaire 

o Cytocinèse 

o Transition G2/M du cycle cellulaire 

o Etablissement de la localisation chromosomique 

 

DHCR7  

(7-

dehydrocholesterol 

reductase) 

o Processus de biosynthèse du cholestèrol  

 

 

 

IL6ST  

(Interleukin 6 signal 

transducer) 

o Voie de signalisation médiée par les cytokines 

o Facteur inhibiteur leucémique 

o Régulation négative médiée par l’interleukine 6  

o Régulation positive de la prolifération cellulaire 

o Régulation positive de la prolifération des 

lymphocytes T 

o Régulation positive de la cascade JAK-STAT 

o Réponse à la stimulation des cytokines 

 

 

 

Corégulé par le 

RE 

MGP (Matrix Gia 

protein) 

o Régulation de la transcription (pas de preuve 

expérimentale) 

Induit par les 

oestrogènes 

RBBP8 

(Retinoblastoma 

binding protein 8) 

o Réparation de l’ADN Corrélé au RE 

STC2 (Stanniocalcin 

2) 

o Signalisation inter-cellulaire (pas de preuve 

expérimentale) 

Corégulé par le 

RE 

 

 

UBE2C (Ubiquitin-

conjugating enzyme 

E2C) 

o Processus de catabolisme protéique dépendant 

de l’ubiquitine 

o Ubiquitination protéique 

o Sortie de la mitose 

o Processus catabolique des cyclines 
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Dans un second temps, « l’EPclinrisk score » qui prend en compte la signature multigénique à 

travers « l’EP risk score » mais également la taille de la tumeur et le statut ganglionnaire sera 

calculé grâce à la formule suivante : 

 

EPclinrisk score = 0,35t + 0,64n + 0,28s 

Avec :  t : taille de la tumeur 

n : nombre de ganglions atteints 

s : EP riskscore 

 

Les patients présentant un « EPclinriskscore » < 3,3 sont considérés comme à faible risque de 

récidive à distance tandis qu’un score > 3,3 sera associé à un haut risque. 

« L’EPclinriskscore » ajoute de manière significative des informations pronostiques aux 

facteurs clinico-pathologiques établis et permet de définir le risque de récidive à 10 ans. Il 

peut être essentiel lors de la prise de décision thérapeutique notamment lorsque l’ajout d’une 

thérapie additionnelle à l’hormonothérapie est incertain après la prise en compte des 

marqueurs conventionnels. 
 

2- Oncotype DX® (Genomic Health)(79) 

 

Le test Oncotype DX® permet de déterminer le risque de récidive spécifique chez les 

patientes atteintes d’un cancer du sein invasif au stade précoce. Il permet d’identifier les 

patientes susceptibles de tirer un bénéfice minime, voire nul, de la chimiothérapie et celles 

pouvant en tirer un bénéfice important. Cela s’adresse notamment aux patientes présentant un 

cancer ER+ sans atteinte ganglionnaire. De larges essais cliniques, tel que le National 

Surgical Adjuvant Breast and Bowel Project (NSABP), ont démontré un bénéfice de 

l’hormonothérapie (Tamoxifène) associée à la chimiothérapie dans ce type de cancer(80–82). 

Cependant, la probabilité de récidive à distance chez des patientes traitées uniquement par 

hormonothérapie seule après chirurgie est seulement de 15% ce qui signifie que 85% des 

patientes seraient traitées inutilement par chimiothérapie et donc exposées à des effets 

indésirables non négligeables.   

 

La signature multigénique de ce test prend en compte l’évaluation de l’expression de 21 

gènes, listés dans la figure 18, comprenant 16 gènes d’intérêt dans le cancer et 5 gènes de 

normalisation.  
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Figure 18 : Panel de gènes du test OncotypeDx® 

 

Cette signature permet de calculer un risque de récidive à distance dans les 10 ans sous 

Tamoxifène (5ans) et ce pour des patientes de tout âge ainsi que pour toute taille de tumeur. 

Le score obtenu est compris entre 0 et 100 et des seuils ont été définis afin de classifier les 

patients en trois catégories de risque de récidive (Attention : la valeur du score ne correspond 

pas au % de récidive estimé) : 

- Faible risque : score < 18 

- Risque intermédiaire : 18 < score < 31 

- Risque élevé : score > 31  

 

 
Figure 19 : Probabilité de récidive à distance selon la catégorie de risque(78) 



61 
 

Pour les patientes ER+ sans atteinte ganglionnaire et traitées avec une hormonothérapie seule, 

Oncotype DX® va permettre de mettre en évidence une différence significative du risque de 

récidive entre les patientes présentant un score faible et élevé (Figure 19).  

 

Plusieurs études ont pu mettre en évidence un bénéfice de l’association d’une chimiothérapie 

adjuvante chez les patients présentant un score de récidive élevé(83). L’étude prospective 

randomisée TAILORx a également démontrée que plus de 99% des patients dont le RS 

correspond à un faible risque n’ont pas de rechute de leur cancer après 5 ans de traitement par 

hormonothérapie seule. Cette étude évalue actuellement l’utilité clinique d’associer une 

chimiothérapie adjuvante chez les patientes sans atteinte ganglionnaire et présentant un risque 

de récidive intermédiaire suite au test Oncotype DX®. En effet c’est surtout dans ce groupe 

de patients que l’intérêt de la chimiothérapie est difficile à apprécier(84). 

 

C- Signature à haut débit reposant sur la technologie des « puces à ADN » 

1- MammaPrint score 

 

L’objectif des premiers travaux utilisant les outils moléculaires à haut débit a également été 

de différencier les tumeurs en fonction de leur risque de métastase. Mammaprint® représente 

le premier test multigénique commercialisé basé sur la technologie de l’ADN microarray et 

développé dans le but de personnaliser le traitement du cancer du sein. Cette signature fut 

approuvée par la FDA et par des organismes européens en tant que test pronostique pour les 

patientes atteintes de cancer du sein de moins de 61 ans, de grade I/II, sans ou avec 

envahissement ganglionnaire (1 à 3)(85).   

 

Ce test repose sur l’évaluation de l’expression de 70 gènes identifiés par Van’tVeer et al(76), 

comprenant essentiellement des gènes impliqués dans le cycle cellulaire associés à d’autres 

gènes impliqués dans l’invasion, les métastases et l’angiogenèse. Cette signature permet 

d’identifier les patientes à faible risque de métastase (de bon pronostic) et à risque 

métastatique élevé (de mauvais pronostic) avec une sensibilité supérieure à celle des critères 

clinico-pathologiques.   
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2- Prosigna® (PAM50) (Nanostring) 

 

Prosigna® est un test in vitro basé sur l’identification d’une signature d’expression génique 

afin d’évaluer le risque de récidive à distance des patientes atteintes de cancer du sein. 

Ce test est indiqué chez les patientes souffrant d’un cancer du sein ayant subi une 

mastectomie ou un traitement conservateur du sein conjointement avec un traitement loco-

régional, en tant qu’indicateur pronostique de survie sans récidive à 10 ans chez les femmes 

post-ménopausées souffrant d’un cancer RH positif, 

- A ganglions lymphatiques négatifs, de stade I ou II ; ou 

- A ganglions lymphatiques positifs (1 à 3 et > 4), de stade II ou III 

Et à traiter avec une hormonothérapie adjuvante en monothérapie pendant 5 ans, en cas 

d’utilisation conjointe avec d’autres facteurs clinicopathologiques. 

 

Ce test mesure simultanément les niveaux d’expression de 50 gènes utilisés par l’algorithme 

de classification des sous-types intrinsèques PAM50, 8 gènes utilisés pour la normalisation, 6 

contrôles positifs et 8 contrôles négatifs dans une réaction d’hybridation unique. Le  PAM50 

fut développé en 2009 par Parker et al. et consiste en un ensemble minimal de gènes 

nécessaires à la classification des cancers du sein en sous-type intrinsèque : Luminal A, 

Luminal B, HER2 et Basal (Figure 20)(86).  

 

Le système d’analyse nCounterDx fournit des mesures directes et multiplexes de l’expression 

génique en évaluant l’abondance relative des transcrits d’ARNm à partir de tissus tumoraux 

mammaires inclus en paraffine.  
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Figure 20 : Expression génique des sous-types de cancers du sein définie par le PAM50 

 

Les résultats du test Prosigna® sont présentés en trois parties : 

Dans un premier temps, un algorithme de calcul basé sur la corrélation de Pearson va 

comparer le profil d’expression génique normalisé de la patiente aux profils d’expression type 

des sous-types intrinsèques de cancer du sein. Le sous-type présentant la corrélation de 

Pearson la plus élevée sera affecté à l’échantillon de la patiente.  

Dans un second temps, l’algorithme renvoie à un score RDR (risque de récidive) compris 

entre 0 et 100. Cet algorithme repose sur la corrélation de Pearson, la taille de la tumeur, le 

statut ganglionnaire et le score de prolifération.  

Pour finir, deux études de cohorte ont permis de définir un modèle capable de relier le score 

RDR à la probabilité de récidive à distance à 10 ans des patientes testées avec un intervalle de 

confiance de 95%(87). Le rapport va ainsi définir une catégorie de risque de récidive pour la 

patiente afin de permettre une interprétation du RDR (tableau 3/figure 21).  
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Tableau 3 : Classification du risque par plage de RDR et état ganglionnaire 

Etat ganglionnaire Plage RDR Classification du risque 

Sans envahissement 

ganglionnaire 

0-40 Faible 

41-60 Modéré 

61-100 Elevé 

Avec envahissement 

ganglionnaire (1 à 3 

ganglions) 

0-15 Faible 

16-40 Modéré 

41-100 Elevé 

Avec envahissement 

ganglionnaire (≥4 

ganglions) 

 

0-100 

 

Elevé 

 

 
Figure 21 : Estimation du risque prévu à 10 ans au sein du groupe d'état ganglionnaire 

 

D- Avenir des signatures multigéniques 

 

De nombreuses autres signatures multigéniques basées sur des méthodologies identiques ou 

similaires ont été développéees depuis, telles que : 
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- Le Genomic Grade Index (GGI) (MapQuantDx, Ipsogen, France) qui  permet de 

mesurer l’expression de 97 gènes afin de séparer en deux groupes de risque les 

tumeurs de grade histologique II présentant un pronostic bien différent (40 à 50% des 

tumeurs du sein). Ce test fut développé en comparant les profils d’expression génique 

des tumeurs de grade I et III. Le GGI est essentiellement constitué de gènes du cycle 

cellulaire et de la prolifération et est corrélé au risque de rechute locale(88). 

- Le Breast Cancer Index (BCI) qui combine deux biomarqueurs indépendants 

(HOXB13 :IL17BR et un indice de classe moléculaire reposant sur 5 gènes) 

permettant d’évaluer le risque de métastases à 10 ans post-diagnostique.   

- Stem cell signature : Les cellules souches sont supposées avoir un potentiel d’invasion 

et de métastases important. Des signatures de cellules souches ont donc été publiées, 

notamment une signature d’invasion de 186 gènes, marqueur pronostic indépendant 

dans les cancers du sein RE+ de grade II(89).  

 

L’existence de nombreux tests présentant un objectif similaire a conduit à la réalisation 

d’études sur la concordance de l’affectation du risque pour un même échantillon. Par 

exemple, lorsque six signatures génomiques ont été testées sur la même cohorte de patientes 

incluant, PAM50/RDR, MammaPrint®, et Oncotype DX®, chaque test présentait une valeur 

pronostique significative mais une affectation du risque souvent discordante(90). D’autres 

études ont également pu mettre en évidence des discordances importantes entre les différentes 

signatures multigéniques(91,92).  

 

Actuellement, l’association de ces biomarqueurs émergents aux facteurs conventionnels 

clinico-pathologiques semble toutefois à préconiser afin d’améliorer la prise en charge des 

patientes atteintes de cancers du sein à un stade précoce. Cela doit permettre, dans un premier 

temps, de réduire le sous-traitement de patientes exposées à un haut risque de récidive. Ces 

patientes pourront bénéficier d’une hormonothérapie (si RH+) associée à une chimiothérapie 

adjuvante avec un rapport bénéfice/risque favorable pour permettre un allongement de la 

survie générale sans récidive/métastases et également réduire le risque de résistance à 

l’hormonothérapie. Dans un deuxième temps, cela doit également permettre d’éviter le sur-

traitement des patientes à faible risque de récidive qui bénéficieront uniquement d’une 

hormonothérapie systémique adjuvante (si RH+). Cela évitera la prescription d’une 

chimiothérapie inutile et donc l’exposition à de nombreux effets indésirables améliorant ainsi  

également le rapport bénéfice/risque. Par conséquence, l’association de ces biomarqueurs 
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émergents aux facteurs actuels pourrait également induire un gain économique, premièrement, 

en réduisant le nombre de prescription de chimiothérapies adjuvantes et deuxièmement en 

limitant la prise en charge de leurs effets indésirables. 

 

II- IHC4 

 

Le test IHC4 est basé sur un modèle à plusieurs variables développé par Cuzick et al. (93) à 

partir de l’évaluation immunohistochimique semi-quantitative des quatre principaux facteurs 

pronostics utilisés actuellement en pratique clinique : ER, PR, HER2 et Ki67. Il permet 

d’établir à l’aide d’un algorithme un score unique à partir de l’ensemble de ces marqueurs 

indiquant le risque de récidive chez les patientes atteintes d’un cancer du sein ER+ traitées par 

hormonothérapie adjuvante après chirurgie mammaire.    

 

A- Détermination du score IHC4 

 

Les résultats d’IHC, obtenus à partir de tissus tumoraux FFPE, sont obtenus de la façon 

suivante(93):   

(i) ER est quantifié en utilisant le H-score ou « histo » score. Pour cela, l’intensité du 

marquage nucléaire est déterminée (0, 1+, 2+, 3+) pour chaque cellule. Ensuite le 

pourcentage de cellules pour chaque intensité est calculé. Le H-score est alors obtenu à 

l’aide de la formule suivante :  

H-score = [1x (% de cellules 1+) + 2 x (% de cellules 2+) + 3 x (% de cellules 3+)] 

Le H-score est compris entre 0 et 300. Le score obtenu permettra de définir la 

première variable ER10 en divisant ce dernier par 30. ER10 sera donc compris entre 0 et 

10.  

(ii) PR est quantifié, simplement, en définissant le % de cellules marquées. Ce dernier sera 

divisé par 10 afin d’obtenir la deuxième variable PgR10 comprise entre 0 et 10. 

(iii) Le score HER2 est défini par l’intensité du signal : 0, 1+, 2+ ou  3+ 

(iv) Le score de Ki67 est défini par le % de cellules tumorales marquées quelle que soit 

l’intensité. La lecture manuelle introduit généralement un biais conduisant à des 

valeurs plus élevées, c’est pourquoi dans ce contexte un facteur de normalisation de 

2,5 doit être intégré.          
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Cuzick et al. ont alors défini la formule suivante afin de calculer l’IHC4 : 

IHC4 = 94,7 x [-0,100ER10 – 0,079PgR10 + 0,586HER2 + 0,240 ln(1+10xKi67)] 

 

A partir de cet algorithme, trois catégories de risque sont alors définies : risque faible, 

intermédiaire ou important. 

 

B- Intérêts et limites de l’IHC4 

 

L’IHC4 a fait l’objet d’une comparaison avec la signature multigénique OncotypeDx®. Cette 

étude a permis de mettre en évidence une utilité pronostique similaire concernant le risque de 

récidive pour les cas de cancers du sein RE+ sans envahissement ganglionnaire. Cependant, 

l’IHC4 apporte un pronostic légèrement plus précis en ce qui concerne le risque de récidive à 

distance(93).  

Un score clinique intégrant les variables clinico-pathologiques telles que l’âge, le grade ou la 

taille des tumeurs a également été développé. L’association de ce score à l’IHC4 permet 

l’obtention d’un score global ayant une forte valeur pronostique par complémentarité des 

informations. Ce modèle permet en intégrant les données cliniques et pathologiques 

d’optimiser la gestion du cancer du sein ER+ chez les patientes ménopausées en identifiant 

celles à faible risque de récidive ne nécessitant pas l’utilisation d’une chimiothérapie.  

L’IHC4 permet donc l’obtention de données pronostiques additionnelles au moins aussi 

informatives que la signature multigènique. De plus, il présente l’avantage d’être moins 

complexe puisque utilisé en routine en pratique clinique. Il est également beaucoup moins 

coûteux pour une utilité similaire.  

Cependant, les tests en IHC présentent un manque de reproductibilité inter-laboratoire assez 

important du à certains paramètres essentiels comme la fixation, le démasquage des sites 

antigéniques, les réactifs et surtout l’interprétation des résultats. Cela constitue une limite 

importante dans l’utilisation en routine de ce score car son utilisation peut aussi conduire à un 

résultat trompeur. Il est alors essentiel de standardiser les méthodes immunohistochimiques 

ainsi que la quantification pour chacune des quatre variables afin de pouvoir bénéficier des 

intérêts de ce modèle de façon optimale, sans biais.      
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Exemples de voies de recherche 

Actuellement, de nombreuses voies de recherche sont encore explorées dans le but de 

développer de potentiels nouveaux biomarqueurs. L’échappement thérapeutique de certains 

cancers du sein et la nécessité d’améliorer la prise en charge des patientes rendent 

indispensables ces travaux de recherche. En effet, ces marqueurs pronostiques pourront 

également faire l’objet du développement de biomarqueurs compagnons et par association de 

nouvelles thérapies ciblées. Dans cette partie, trois exemples de biomarqueurs actuellement en 

développement et faisant intervenir différents domaines d’étude seront présentés, l’aldéhyde 

déshydrogénase 1, le miR34a et l’immunoscore, mais de nombreuses autres équipes 

travaillent également sur d’autres marqueurs comme la protéine tau(94), la chromatine 

CKAP2(95), la serpine B3(96), l’association de la pyruvate kinase M2 et du VEGF-C(97), 

etc... 

 

I- ALDH1 (ALDÉHYDE DÉSHYDROGÉNASE 1)  

 

En 2003, furent isolées pour la première fois, à partir de tumeurs mammaires, des cellules 

souches cancéreuses. Cette sous-population de cellules, identifiées par des marqueurs 

spécifiques, présente des capacités d’auto-renouvellement et de prolifération importantes. De 

ce fait, elles favorisent la formation de métastases, l’invasion et également la résistance aux 

différentes thérapeutiques(98). Ces cellules souches sont aussi à l’origine des phénomènes de 

récidives car elles vont générer des progéniteurs multipotents qui à leur tour donneront 

naissance à des progéniteurs engagés dans des voies de différenciation. 

 

L’aldéhyde déshydrogénase (ALDH1) a été identifiée comme l’un des marqueurs spécifiques 

de cette sous-population de cellules(99). Ginestier et al. ont démontré par l’utilisation in vitro 

et in vivo du test ALDEFLUOR que ce marqueur est spécifique des cellules souches et 

progéniteurs normaux mais aussi cancéreux. Cela a été confirmé par la réalisation d’IHC sur 

tissus mammaires normaux FFPE en utilisant un anticorps dirigé contre l’ALDH1. Cette étude 

a également montré une corrélation entre le nombre de cellules présentant une activité 

aldéhyde déshydrogénase et la taille et la latence de formation tumorale ce qui est cohérent 

avec le fait que cette population cellulaire présente des caractéristiques de cellules souches.   
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Par la suite, cette même équipe a donc souhaité étudier le potentiel d’un développement en 

tant que marqueur pronostique et diagnostique. Pour cela, l’expression d’ALDH1 a été 

analysée par IHC sur tissus de tumeurs mammaires (Figure 22). Il a alors été mis en évidence 

une association entre les tumeurs ALDH1+ et un haut grade histologique, une surexpression 

d’HER2 et une absence d’expression des récepteurs hormonaux. Une corrélation a également 

été observée entre les tumeurs ALDH1+ et l’expression de marqueurs du sous-type basal 

(Cytokératines 5/6 et 14). L’analyse de la survie générale a montré une forte association entre 

les tumeurs ALDH1+ et un mauvais pronostic clinique (Figure 23). En effet, le risque relatif 

de mort causé par le cancer est 1,76 fois plus important pour les patients présentant une 

tumeur ALDH1+ dans la population étudiée(99). 

 

 
Figure 22 : Exemples de marquage ALDH1 dans le cancer du sein. A : Tumeur complètement positive 
pour ALDH1 B et C : Tumeurs positives pour ALDH1 avec 5-10% de cellules positives détectées D : 
Tumeur négative pour ALDH1 - pas de marquage détecté(99) 

 
Figure 23 : Courbes de survie générale en fonction de l'expression d'ALDH1. Les patients ayant une 
tumeur ALDH1+ (courbe verte) ont un pronostic plus mauvais que les patients ayant une tumeur 
ALDH1- (courbe bleue)(99) 
Les cellules souches cancéreuses constituent donc une voie de recherche essentielle pour le 

développement de nouveaux biomarqueurs à visée pronostique. Bien que les cellules souches 

cancéreuses ne soient pas encore complètement caractérisées, l’ALDH1 a été définie comme 



70 
 

un marqueur spécifique de cette sous-population et son utilisation en tant que biomarqueur 

pronostic semble prometteuse. De plus, l’utilisation de l’IHC facilite la détermination de 

l’expression de l’ALDH1 et l’identification des cellules souches.  

 

II- MIR34A 

 

Les microARN (miRNA) sont des ARN non codants de 18 à 25 nucléotides qui contrôlent 

l’expression génique au niveau post-transcriptionnel. Ce contrôle est réalisé par appariement 

des miRNA avec des ARNm (ARN messager) cibles dont ils sont partiellement 

complémentaires. Cette hybridation est alors à l’origine soit d’un blocage de la traduction de 

la protéine correspondante soit du clivage de l’ARNm cible au milieu du site de fixation du 

miRNA. Les miRNA vont permettre une régulation de la prolifération, de la différenciation et 

globalement de l’ensemble des processus cellulaires(100–102). De par cette action, une 

dérégulation de l’expression des miRNA jouera un rôle important dans les processus 

cancéreux notamment dans l’initiation, la progression et les métastases. Ils pourront 

également avoir un rôle d’oncogène ou de suppresseur de tumeur(103–107).  

 

Le miR34a a été décrit comme un suppresseur de tumeur et présente un rôle dans la régulation 

de la reprogrammation des cellules somatiques, du cycle cellulaire, de la différenciation, de 

l’apoptose, de la progression des cellules cancéreuses et des métastases(108–116). Cependant, 

le miR34a va être sous-exprimé dans plusieurs types de cancer dont le cancer du 

sein(108,115,117). En pratique, l’expression de miR34a peut être évalué par plusieurs 

techniques : miRNAmicroarray, qPCR ou par hybridation in situ. 

 

Agarwal et al. (118) ont donc étudié l’intérêt d’une évaluation quantitative de miR34a en tant 

que biomarqueur pronostique dans le cancer du sein. Cette étude a permis de mettre en 

évidence qu’une faible expression de miR34a est étroitement associée à un mauvais pronostic 

mais uniquement pour les cas ne présentant pas d’envahissement ganglionnaire. La perte de 

miR34a est également associée à une réduction de la survie, de plus, il s’agit d’un facteur 

pronostic indépendant d’autres variables cliniques.  

Une autre étude a montré qu’une expression importante de miR34a est associée à une 

réduction du risque de métastase ou de décès dû au cancer du sein et a également défini le 

miR34a comme un marqueur indépendant(119). 
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Bien que des études complémentaires soient nécessaires, le miR34a présente un fort potentiel 

pour une application clinique future. De manière similaire, de nombreux autres microARNs 

sont actuellement étudiés pour une utilisation potentielle en tant que biomarqueurs 

pronostiques(120).   

 

III- IMMUNOSCORE 

 

Les cellules tumorales peuvent exprimer des antigènes de surface entraînant une réponse 

immunitaire adaptative médiée par les lymphocytes T(121,122). Cette réponse immunitaire 

peut dans certains cas favoriser l’échappement et la résistance des cellules tumorales(123). Le 

rôle du système immunitaire dans le processus cancéreux a essentiellement été étudié dans le 

cancer du côlon par Galon et al(124). En effet, l’infiltration tumorale de lymphocytes dans le 

cancer colorectal est à l’origine d’une inhibition de la croissance tumorale et est associée à 

une amélioration du pronostic(125–127). 

 

Dans un premiers temps, Galon et al (124)ont mis en évidence une corrélation inverse entre 

l’expression de gènes modulateurs du système immunitaire adaptatif et les récidives tumorales 

suggérant un rôle bénéfique de ce système dans l’évolution clinique. Ils ont ensuite eu recours 

à l’IHC afin d’étudier la réponse immunitaire adaptative in situ. Cela a permis de mettre en 

évidence une corrélation significative entre la densité des cellules immunitaires au sein de la 

tumeur et l’évolution clinique des patients. Les marqueurs de l’immunité adaptative (CD3, 

CD8, GZMB et CD45R0) vont alors permettre une amélioration de la prédiction de la survie 

générale et de la survie sans récidive. 

Dans cette même étude, les chercheurs ont également montré qu’une faible réponse 

immunitaire in situ est, le plus souvent, associée à un mauvais pronostic quel que soit le stade 

tumoral (classification TNM). De façon similaire, une forte réponse immunitaire in situ est à 

l’origine d’une amélioration du pronostic même en cas de tumeur de stade 3.  

 

La classification TNM ne permet pas de fournir des informations pronostiques complètes. En 

effet, au sein d’un même stade tumoral plusieurs évolutions cliniques peuvent être observées. 

Entre autre, cette classification ne va pas prendre en compte la réponse immunitaire de l’hôte 

alors que l’environnement tumoral joue un rôle essentiel dans son évolution. Bien que cette 

dernière reste une référence, il a donc été montré dans le contexte du cancer du côlon qu’une 

analyse de la réponse immunitaire intratumorale permet une meilleure évaluation de la 
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progression tumorale en considérant à la fois le processus invasif de la tumeur et les systèmes 

de défense de l’organisme (124,128). 

 

De ce fait, une nouvelle approche a été développée afin d’améliorer la classification des 

cancers : il s’agit de l’Immunoscore (Figure 24-25)(129). L’immunoscore est basé sur la 

numération de deux populations lymphocytaires à la fois au centre de la tumeur (CT) et dans 

la marge invasive (IM) afin d’établir un pronostic clinique dans le cancer du côlon(130). Il 

permet alors de définir un score compris entre 0 (I0) et 4 (I4) où I0 correspond à une faible 

densité des deux types cellulaires au sein des deux régions et I4 à une forte densité des deux 

populations dans les deux régions.     

 

 
Figure 24 : Définition et méthodologie de l'Immunoscore(131) 

 
Figure 25 : Correspondance entre le contexte immunitaire et l'Immunoscore(131) 

La détermination du type, de la densité et de la localisation des cellules immunitaires permet 

d’améliorer l’évaluation du pronostic dont la survie générale et la survie sans récidive. 

L’immunoscore permettra alors l’identification de sous-groupes de patients présentant 

différents niveaux de risques de récidives. Les patients à haut risque seront plus susceptibles 

d’obtenir un bénéfice de l’utilisation de thérapies adjuvantes. L’Immunoscore pourra donc 

également devenir un outil prédictif à la réponse aux nouvelles approches thérapeutiques dont 

l’immunothérapie. De plus, l’utilisation de techniques immunohistochimiques font de 
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l’immunoscore une méthode facile d’accès pour une utilisation en routine, bien qu’une 

standardisation des techniques soit tout d’abord nécessaire.  

 

Bien que la recherche dans ce domaine ait essentiellement été réalisée dans le cancer du 

côlon, cette approche semble également prometteuse pour d’autres types de cancers dont le 

cancer du sein.   
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Chapitre 3 : Développement et mise sur 

le marché des biomarqueurs 

 
Introduction au chapitre : 

Afin de faire face à la montée des biomarqueurs, l’Europe a du développer des outils 

réglementaires et programmes spécifiques à ces derniers. Les biomarqueurs peuvent être 

brevetés mais ne présentent pas de statut réglementaire à proprement parlé du fait de leur 

caractère biologique. Cependant, l’outil permettant l’identification et/ou le dosage devra 

suivre un cadre réglementaire concernant son développement et sa mise sur le marché.  

Dans ce chapitre, sera abordée, dans un premier temps, l’identification d’un nouveau 

biomarqueur. Cette partie sera illustrée par un exemple de projet de recherche que j’ai eu 

l’occasion de réaliser au cours d’un stage de 6 mois au Centre de Recherche en Cancérologie 

de Marseille. Ce projet a eu pour objectif de développer des techniques 

immunohistochimiques afin de mettre en évidence deux protéines dont la surexpression a été 

associée à un mauvais pronostic dans le cancer du sein et enfin d’étudier l’intérêt de leur 

développement en tant que biomarqueurs.    

Dans un deuxième temps, nous aborderons les processus de validation des biomarqueurs. Ce 

processus se déroule en trois étapes : la validation analytique, la validation clinique et l’utilité 

clinique. Il doit permettre de s’assurer de la validité du test de diagnostic in vitro utilisé pour 

détecter le biomarqueur, doit également démontrer l’association du biomarqueur avec une 

maladie ou un critère clinique particulier et enfin doit justifier de l’intérêt d’une utilisation du 

biomarqueur en routine clinique. 

Pour finir, nous aborderons l’étape de mise sur le marché du biomarqueur qui devra répondre 

à la réglementation des dispositifs médicaux de diagnostic in vitro (DMDIV).    
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Identification d’un nouveau biomarqueur 

La découverte d’un biomarqueur et son évaluation scientifique sont les premières étapes du 

cycle de vie d’un biomarqueur. Cette découverte repose avant tout sur l’amélioration des 

technologies et sur la meilleure compréhension des pathologies. Pour identifier chaque 

biomarqueur, médecins et chercheurs vont mettre au point des tests fondés sur la génétique, la 

biologie moléculaire et/ou l’immunologie.  

 

Application : Mise au point des techniques d’Immunohistochimie et 

mise en évidence de Vangl1 et Vangl2 dans le cancer du sein 
 

I- INTRODUCTION 

 

Du fait de l’absence d’expression des récepteurs hormonaux et de la surexpression de HER2 

dans le cancer du sein basal (ou triple négatif), les patientes ne peuvent bénéficier ni de 

thérapies ciblées ni d’hormonothérapies disponibles sur le marché. Malgré la découverte de 

nouvelles approches thérapeutiques, il existe toujours un besoin important de nouvelles 

thérapies ciblées pour ce sous-type de cancer.  

 

La dérégulation de cascades de signalisation responsables de la mise en place et du maintien 

de la polarité cellulaire peut être à l’origine de phénotype tumoral en altérant l’organisation du 

tissu épithélial et son homéostasie. Parmi ces voies, la voie de signalisation WNT non 

canonique (indépendante de la β-caténine, molécule clé de la voie WNT canonique) intervient 

dans la mise en place de la polarité planaire des tissus épithéliaux et est fondamentale pour le 

développement embryonnaire des invertébrés et vertébrés en participant à la coordination 

spatiale et fonctionnelle des cellules formant un tissu (Figure 26).  

 

Les protéines impliquées dans cette voie WNT non canonique ont été initialement décrites 

chez la Drosophile et sont conservées au cours de l’évolution. Ces protéines et leurs 

complexes moléculaires associés participent non seulement à la morphogenèse tissulaire mais 

également à la migration et la division cellulaire grâce à des mécanismes moléculaires encore 

mal compris. Les nombreux gènes de la voie WNT non canonique codent pour des récepteurs 

membranaires tels que PTK7, Vangl 1/2, ROR2, certains de leurs ligands WNT mais 

également des protéines cytoplasmiques (DISHEVELLED, SCRIBBLE, …). Ces protéines 
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sont engagées dans une voie de signalisation induisant l’activation de la voie JNK impliquée 

dans le remodelage du cytosquelette d’actine nécessaire aux mouvements cellulaires et jouant 

également un rôle de facteur de transcription. 

De récentes études ont pu mettre en évidence un lien entre la voie WNT non canonique et les 

cancers. Dans les cancers du sein, les cellules réactivent couramment cette voie du 

développement afin de promouvoir la croissance tumorale et la dissémination 

métastatique(132). 
 

 
Figure 26 : A - Polarité cellulaire planaire ; B - Voie de signalisation WNT(133) 

 

Les protéines Vangl sont impliquées dans la régulation de la voie WNT non canonique 

impliquée dans le développement embryonnaire. Cette famille de protéines est composée de 

deux paralogues : Vangl 1 et Vangl 2. Des mutations de VANGL2 mais également de 

VANGL1 ont été identifiées chez l’embryon humain et de souris, et sont à l’origine de défauts 

de fermeture du tube neural. Notamment, ces mutations peuvent induire un craniorachischisis 

qui est la forme la plus sévère des anomalies de fermeture du tube neural.  

 



77 
 

Dans le processus cancéreux, les protéines Vangl vont intervenir, par exemple, dans l’auto-

renouvellement des cellules souches cancéreuses, l’initiation tumorale, le développement des 

métastases ou la résistance aux médicaments(134).  

Dans le contexte du cancer du sein, la surexpression de Vangl2 va être associée à un mauvais 

pronostic(135,136). En effet, une récente étude a confirmé que Vangl2 est surexprimé dans 

24% des carcinomes du sein invasifs et qu’une haute expression de son paralogue Vangl1 est 

associée avec une augmentation du taux de rechute et une réduction de la 

survie(134,137)(Figure 27). 

 

 
Figure 27 : A- Survie sans métastase avec ou sans surexpression de Vangl2(132) ; B – Survie 
générale avec ou sans surexpression de Vangl1 
 

La surexpression de Vangl2 joue un rôle dans la croissance et la migration de cellules de 

cancer du sein et va être surexprimée dans les cancers de type basaux présentant un mauvais 

pronostic. Vangl2 est également associé à une augmentation de la taille des tumeurs et à un 

statut en immunohistochimie triple négatif (ER-/PR-/HER2-)(132) (Figure 28A). 

Cependant, la surexpression de Vangl1 ne va pas être associée avec un sous-type spécifique 

de cancer du sein mais plutôt avec un statut prolifératif. En effet, Vangl 1 joue essentiellement 

un rôle dans la mobilité cellulaire et l’invasivité sans rôle évident dans la croissance 

tumorale(135,138) (Figure 28B). 
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Figure 28 : A- Expression de Vangl2 dans le cancer du sein(132) ; B- Expression de Vangl1 dans le 
cancer du sein 

 
A long terme, la caractérisation plus poussée des protéines Vangl pourra potentiellement 

conduire au développement de nouvelles thérapeutiques permettant aux patients résistants aux 

traitements actuels de référence (ex : Herceptin® - Trastuzumab) de bénéficier d’une 

alternative thérapeutique afin d’augmenter leurs chances de survie face à la maladie. Les 

protéines Vangl pourront également faire l’objet d’un développement en tant que 

biomarqueurs comme par exemple, la détermination du statut Vangl 2 dans le cancer du sein 

de type basal.  

 

Objectifs du projet :  

L’objectif général de mon projet a consisté en la mise au point des techniques 

d’immunohistochimie afin de mettre en évidence Vangl 1 et Vangl 2 dans le cancer du sein. 

Pour débuter mon projet, j’avais à disposition des données précédemment obtenues par mon 

équipe. En 2010, une expérience d’IHC utilisant un anticorps monoclonal anti-Vangl2 a 

montré que Vangl2 était plus exprimé dans les cellules tumorales que dans le stroma du 

cancer du sein basal(132).  A partir de cela, il a été nécessaire de développer des conditions 

validées afin d’obtenir un résultat reproductible.  

 

Les différentes étapes de mon projet ont donc été de : 

1. S’assurer de la possibilité d’utiliser des anticorps monoclonaux, générés par MI-mAbs 

et mon laboratoire de recherche « Polarité cellulaire, signalisation et Cancer » du 

CRCM, en immunohistochimie. La validation de ces anticorps spécifiques soit de 
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Vangl1 ou Vangl2 par les méthodes de Western Blot, Immunofluorescence, 

Immunoprécipitation et ELISA étant déjà réalisée.  

2. Développer des conditions validées et reproductibles en immunohistochimie.  

3. Tester les clones validés sur un panel de tumeurs du sein pour chaque sous-type de 

cancer du sein issu de l’Institut Paoli-Calmettes.  

4. Etudier l’intérêt de développer Vangl 1 et Vangl 2 en tant que biomarqueurs dans le 

cancer du sein.  

 

II- MATÉRIELS ET MÉTHODES 

A- Méthodes - Immunohistochimie 

1- Préparation des échantillons pour la réalisation d’une IHC   

Avant  de pouvoir effectuer une IHC, une certaine procédure est à suivre afin de préparer les 

échantillons.  Deux types de préparations peuvent être réalisés, les tissus/cellules peuvent être 

inclus en paraffine ou bien congelés. 

 

Inclusion en paraffine : 

- Le prélèvement réalisé doit être représentatif du tissu. Il est ensuite placé dans des 

cassettes identifiées spécialement conçues pour le transport des spécimens.  

- La fixation : le matériel doit ensuite êtrefixé dans le but de conserver les structures et 

permettre le durcissement des pièces. Elle se fait par immersion dans un grand volume 

de liquide fixateur (ex : formol) 

- L’inclusion  a pour but de permettre la réalisation des coupes. Le milieu le plus utilisé 

est la paraffine. Le prélèvement doit subir une déshydratation (3 bains d’alcool à 

concentration croissante) pour que le tissu ne subisse ni distorsion, ni durcissement. Le 

prélèvement subit ensuite 3 bains de produit de substitution au toluène tel que 

l’histolemone ce qui permet de rendre la paraffine miscible avec le tissu. On réalise 

ensuite un bain de paraffine chaude pour solidifier le tissu avant d’être coulé dans un 

moule contenant de la paraffine fondue par chauffage. Après refroidissement, on se 

trouve en présence d’un bloc dur à l’intérieur duquel la pièce prélevée est incluse.  

- La coupe est ensuite réalisée avec un microtome permettant de réaliser des tranches de 

2 à 7 µm d’épaisseur qui seront recueillies sur des lames de verre.  
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Inclusion en OCT : 

Cette technique solidifie les tissus permettant de réaliser des coupes très minces comme pour 

les tissus enrobés en paraffine. Les tissus non fixés et congelés conservent une antigénicité 

excellente mais aux dépens de la morphologie. Elle convient à la détection d’antigènes labiles 

ou à la préservation de l’ADN/ARN par exemple.  

Les tissus sont congelés dans un composé, gel OCT, qui durcit à -20°C. Il s’agit d’un 

composé idéal pour préserver l’ultrastructure cellulaire mais aussi les acides nucléiques. La 

congélation se fait de préférence sur du tissu frais mais peut également être réalisée sur du 

tissu fixé. Les coupes sont réalisées au cryostat. Les sections sont effectuées la plupart du 

temps à 7µm et sont étalées à l’aide d’un pinceau sur un support refroidi et contrôlé en 

température puis collées par contact aux lames qui sont à température ambiante.  

Les coupes peuvent à nouveau être fixées sur la lame par la réalisation d’un bain dans 

l’acétone ou le méthanol par exemple.  

 

2- Protocole d’immunohistochimie  

Sur la plateforme d’histo-pathologie expérimentale du CRCM (ICEP), l’IHC se fait à l’aide 

d’un système robotisé appelé VentanaDiscovery XT. Au préalable, les lames doivent être 

placées pendant environ 1h à l’étuve afin d’enlever le plus gros de la paraffine. Ce système 

présente une capacité de 30 lames, chaque lame pourra suivre une programmation différente. 

En effet, chaque lame sera identifiée par une étiquette présentant un « code barre » indiquant à 

l’appareil le protocole à suivre.  

 

Les étapes classiques de l’IHC sont les suivantes : 

(i) Déparaffinage  

1. Démasquage des sites antigéniques (paramètre modulable). Plusieurs temps de 

démasquage sont possibles : démasquage très court (12 min), court (20 min), standard 

(36 min) et long (52min). Plusieurs types de démasquage sont également disponibles : 

CC1 (tampon EDTA à pH8), CC2 (tampon citrate à pH9) ou protéase. 

2. Dépôt manuel de 100 µL d’anticorps primaire sur chaque lame. La concentration de 

l’anticorps primaire pourra varier au cours d’une mise au point (de l’ordre de 0,5 à 50 

µg/ml ici).  
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3. Incubation de l’anticorps primaire (paramètre modulable). Le temps d’incubation peut 

être modulé, le plus souvent, on utilisera un temps d’incubation de 1h, 3h ou 6h. 

L’incubation pourra également être réalisée à température ambiante ou à 37°C.  

4. Dépôt d’une goutte de l’anticorps secondaire, celui-ci dépend de l’espèce de 

l’anticorps primaire (exemple : OmniMap anti-souris HRP ou OmniMap anti-Rat 

HRP) et incubation 16 minutes. Cet anticorps peut être également couplé avec un 

système d’amplification du signal (UltraMap).  

5.  Contre-coloration : dépôt d’une goutte d’hematoxylin II et incubation 16 minutes  

6. Post contre-coloration : dépôt d’une goutte de BluingReagent et incubation 4 minutes   

7. Nettoyage des lames 

 

D’autres étapes peuvent être ajoutées en option comme par exemple : 

- Une étape intermédiaire de Protein Block à la suite du démasquage qui permet de 

bloquer les sites antigéniques non spécifiques de l’anticorps primaire. 

- Une étape intermédiaire peut également être ajoutée entre le dépôt de l’anticorps 

primaire et de l’anticorps secondaire. Elle consiste en l’utilisation d’un troisième 

anticorps reconnaissant la fraction constante de l’anticorps primaire et reconnu par 

l’anticorps couplé à l’HRP. Cette utilisation permet une amplification du signal.  

 

B- Anticorps 

 

Pour la réalisation de mon projet, différents anticorps décrits dans le Tableau 4 ont été mis à 

ma disposition. Certains ont été produits par MI-mAbs et d’autres par mon laboratoire de 

recherche.  

 

Les protéines Vangl présentent une structure similaire (Figure 29). On va retrouver 4 

domaines transmembranaires avec les régions N- et C- terminals  intracellulaires. Les 

anticorps monoclonaux ciblent la région N-terminale qui est la région présentant le plus de 

différences entre les deux protéines ce qui permet l’obtention de clones spécifiques de Vangl1 

ou de Vangl2.  
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Tableau 4: Anticorps utilisés 

Anticorps 

monoclonaux 

Concentration 

(mg/ml) 

Animaux 

immunisés pour 

la production 

Cible Cross-réactivité 

(réalisée par 

Western Blot) 

19D5 purifié 1,1 mg/ml Souris Vangl 1 

humain 

 

20G9purifié 0,9 mg/ml Souris Vangl 1 

humain 

 

3D1 purifié 1,2 mg/ml Souris Vangl 1 

humain 

Souris  

7G6 purifié 1,4 mg/ml Souris Vangl 1 

humain  

Souris  

2G4 purifié Lot n°1 : 2,2 mg/ml 

Lot  n°2 : 1,62 mg/ml 

Rat Vangl 2 

humain 

Souris  

36E3 purifié Lot n°1 : 1,8 mg/ml 

Lot n°2 : 2,5 mg/ml 

Lot n°3 : 2,5 mg/ml 

Rat  Vangl 2 

humain 

Souris  

Ascites 2G4 et 

36E3 non 

purifiés 

  

Rat  

 

Vangl 2 

humain  

Souris 

 

 
Figure 29 : Structure des protéines Vangl 

 
C- Biologie cellulaire 

1- Lignées cellulaires et culture 

La caractérisation des anticorps monoclonaux a nécessité l’utilisation de différentes lignées 

cellulaires adhérentes.   

 

Afin d’évaluer la spécificité en IHC des anticorps monoclonaux dirigés contre Vangl1, nous 

avons utilisé des cellules MCF7 qui sont des cellules d’adénocarcinome du sein humain 
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exprimant fortement Vangl 1. Le milieu de culture contient du DMEM/F12 (50% 

Dulbecco’sModifiedEagle Medium, 50% Ham’s F12) supplémenté de 10% de sérum de veau 

fœtal décomplémenté 30 min à 56°C ainsi que de 1% de Pénicilline-Streptomycine afin de 

limiter le développement bactérien.  

 

Deux lignées ont été produites : 

(i) Une lignée MCF7 « Wild type » sans modification et exprimant normalement 

Vangl 1  

(ii) Une lignée MCF7 Knock-out (KO) Vangl 1 (suppression de l’expression de la 

protéine Vangl 1) obtenue grâce à l’utilisation de la technologie siRNA (Figure 

30). Cette dernière a été réalisée par une étudiante en thèse au sein du laboratoire.  
 
 

 

 
 

 

 

Pour évaluer la spécificité en IHC des anticorps dirigés contre Vangl 2, des cellules ARPE19 

ont été utilisées. Il s’agit d’une lignée de cellules humaines issues de la rétine et exprimant 

Vangl2. Dans ce cas, une lignée ARPE 19 KO pour Vangl 2 a pu être obtenue par un membre 

de mon laboratoire grâce à l’utilisation de la technologie Crispr (Figure 31).  

 
Une troisième lignée a été utilisée, il s’agit de cellules SKBR7 qui sont des cellules 
épithéliales humaines de carcinome mammaire (mésenchymal) 
 

 

Figure 30 : Principe de la technologie siRNA 

Les siRNA sont de petits ARN double brin de 21 à 24 
paires de bases. Ils peuvent inhiber l’expression d’un gène 
en dirigeant la coupure des ARN qui leurs sont 
complémentaires ou en inhibant la traduction d’une 
séquence génétique spécifique. Les siRNA sont reconnus 
dans le cytoplasme par un complexe protéique (RISC) qui 
s’active en libérant le brin complémentaire de l’ARN ou 
brin sens. Le complexe activé reconnait un ARNm par 
complémentarité des bases. Une fois liée, une endonucléase 
appartenant au complexe coupe le transcrit au niveau du 
site de reconnaissance. Les morceaux clivés sont alors 
dégradés par des exonucléases. 
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Figure 31 : Principe de la technologie Crispr  
Le système CRISPR (ClusteredRegularlyInterspaced Short PalindronicRepeats) utilise la nucléase Cas9, 
qui complexée à un ARN guide (ARNg) complémentaire de la séquence cible va cliver l’ADN de façon 
spécifique en amont d’une séquence PAM localisée sur l’ADN génomique. L’action de la nucléase Cas9 
guidée par l’ARNg aboutit à une coupure double brin de l’ADN génomique au niveau de la séquence cible. 
Cette technique permet de couper pour enlever ou éventuellement remplacer une séquence génique.  

 
 

2- Réalisation des culots cellulaires pour inclusion en paraffine  

 

- Les cellules utilisées sont adhérentes : pour les remettre en suspension, elles sont lavées 

en PBS (Phosphate Buffered Saline : KCl 200 mg/ml – KH2PO4 200 mg/ml – NaCl 

800 mg/ml – Na2HPO4-7H2O 2160 mg/ml) puis mises en présence de trypsine-EDTA 

(0,05% Trypsine-0,53mM EDTA). La trypsine va opérer une digestion enzymatique des 

protéines d’adhésion et l’EDTA (chélateur du calcium) va empêcher l’action des 

lectines. Les cellules sont ensuite placées à l’étuve pendant quelques minutes. 

- La trypsine-EDTA est ensuite diluée par ajout de milieu afin d’arrêter son action, 

l’ensemble des cellules est alors récupéré puis centrifugé à 1000 rpm pendant 5 min. 

- Le surnageant est aspiré puis le culot cellulaire est remis en suspension dans du PBS 1x 

pour laver les cellules. On centrifuge une nouvelle fois à 1000 rpm pendant 5 min.  

- Le surnageant est aspiré, puis les cellules sont pré-fixées par une solution de 

paraformaldéhyde 4% pendant 20 minutes.  

 

Avant l’inclusion en paraffine, les culots sont inclus dans des boudins d’agarose. Les boudins 

d’agarose suivent alors le même parcours décrit précédemment pour l'inclusion des tissus 

inclus en paraffine.  
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D- Biochimie – Western Blot (WB) 

1- Préparation de l’échantillon  

 Les cellules sont tout d’abord lavées en PBS 1X puis lysées dans un tampon de lyse 

(Hépès 50mM pH8, NaCl 150mM, EDTA 2mM, 10% glycérol, 0,5% NP40 [détergent 

non ionique]) supplémenté extemporanément d’inhibiteurs de protéases (PIC : 

ProteaseInhibitors Cocktail au 1/1000) afin d’obtenir l’échantillon protéique.  

 Le lysat total est ensuite centrifugé à 13000 rpm pendant 15 minutes à 4°C permettant 

de récupérer le surnageant contenant les protéines.  

 La concentration protéique des surnageants est déterminée par un dosage de Bradford 

(Biorad®) à l’aide d’une gamme étalon de BSA (Bovine Serum Albumine) ce qui 

permet ensuite d’équilibrer les concentrations des différents échantillons. 

 
2- Electrophorèse des protéines  

 Les échantillons protéiques (50µgminimun) sont dénaturés dans du tampon de charge 

laemmli 4X  (Glycérol 20%, SDS8%, 0,44 M 2-Mercaptoethanol, bleu de bromophenol 

0,008%, 1M Tris HCl, pH6,8) pendant 10 minutes à 95°C.  

 Les échantillons et l’échelle de poids moléculaire sont alors chargés sur un gel SDS-

PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate – PolyAcrylamide Gel Electrophoresis)placésdans la 

chambre de migration remplie avec un tampon de migration (Tris Glycine 1x [2,5 mM 

Tris- 25mM Glycine], SDS 0,1%). 

 L’extrait va dans un premier temps être concentré sur le gel de concentration (stacking : 

polyacrylamide 4,5%, Tris 125 mM pH 6,8, SDS 0,1%, APS 0,05%, Temed 0,9mM) 

puis les protéines sont séparées sur le gel de séparation (resolving : polyacrylamide 

7,5%, Tris 375 mM pH 8,8, SDS 0,1%, APS 0,05%, Temed 0,9mM) à 80 Volts pendant 

15 minutes et 2h à 150 Volts. 

 
3- Transfert des protéines  

 Les protéines sont électro transférées à 70 Volts pendant 1h à température ambiante sur 

une membrane de nitrocellulose (GEhealthcare, Life Sciences®) dans un tampon de 

transfert (70% H20, 20% éthanol, 1X Tris Glycine).  

 L’efficacité du transfert est vérifiée par coloration de la membrane au rouge Ponceau 

(0,1% Ponceau S dans 5% d’acide acétique) puis décoloration au TBS 1X, 0,01% 

Tween.  
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4- Détection des protéines 

 La membrane est saturée dans du TBS 1X, 0,01% Tween, 5% lait afin de bloquer les 

sites non spécifiques avant d’être incubée toute la nuit avec l’anticorps primaire (ici 

anticorps anti-Vangl 1 clone 19D5) à la concentration de 4,4µg/ml (dilution au 1/250e) 

en TBS 1X, 0,01% Tween, 5% lait à 4°C sur plaque agitatrice. 

 Après 3 lavages de 5 minutes à température ambiante sur plaque agitatrice avec du TBS 

1X, Tween 0,01%, la membrane est incubée 1h à température ambiante en présence de 

l’anticorps secondaire (Ac anti-souris au 1/10000 en TBS Tween + 5% lait) couplé à 

une HRP (Horse radish peroxydase). 

 Après 3 lavages de la membrane, les protéines sont révélées avec le kit ECL 

(ElectroChimie Luminescence, Super Signal West Pico), substrat de la peroxydase et 

analysées avec l’imageur (Gbox, logiciel GENEsys).  

 

III- RÉSULTATS  

A- Etude de Vangl 1 chez l’Homme 

1- Etude de la spécificité du marquage par les anticorps monoclonaux anti-
Vangl1 en IHC 

Cette étude de spécificité du marquage a pour objectif de s’assurer que les anticorps 

monoclonaux utilisés vont reconnaître uniquement la protéine souhaitée (ici Vangl 1). Pour ce 

faire, nous avons eu recours à l’utilisation de cellules MCF7 sauvages exprimant fortement 

Vangl1 et de cellules MCF7 KO pour Vangl 1.  Les culots cellulaires ont été inclus en 

paraffine.  

 

Pour chaque clone, différentes conditions de démasquage des sites antigéniques ont été 

testées (Figure 32) :  

Anticorps anti-Vangl1 Démasquage 

standarddes sites 

antigèniques 

Concentration  Conditions d’incubation 

19D5 / 20G9 / 3D1 / 7G6 pH6, pH8 ou protéases 10 µg/ml 3h à 37°C 

 

Cette première étape a permis de conclure à la spécificité en IHC de deux clones : le 19D5 

ainsi que le 20G9. En effet, pour ces deux clones nous pouvons observer un marquage 

membranaire des cellules sauvages qui n’est plus présent sur la même lignée cellulaire 

n’exprimant pas (ou faiblement) Vangl1 dans les mêmes conditions d’IHC.  
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Pour les deux autres clones, le 3D1 et le 7G6, on observe un marquage très fort à 

renforcement membranaire similaire sur les deux culots cellulaires. Afin d’être sûr de la non-

spécificité de ces deux clones, nous avons réalisé une gamme de concentration décroissante 

afin de voir si nous pouvions éteindre le signal des cellules KO Vangl 1 tout en conservant 

celui des cellules sauvages. Cela n’a pas été le cas, nous avons donc conclu à une non-

spécificité en IHC de ces deux clones.  

 

Pour la suite de nos études en IHC chez l’homme, nous avons donc décidé de poursuivre 

uniquement avec les anticorps monoclonaux 19D5 et 20G9 donnant un marquage spécifique 

de Vangl 1 chez l’homme. 

 
2- Développement des conditions d’IHC sur tissus humains 

a- Xénogreffes dérivées de patients (PDX – Figure 33) incluses en paraffine 

  
Sur PDXs, différentes conditions d’IHC ont été testées afin d’optimiser le signal, tout en se 

basant sur celles utilisées précédemment sur cellules. Ne disposant d’aucune information 

concernant l’expression de Vangl1 par les PDXs, nous avons pris la décision de nous baser 

sur les résultats d’expression de Vangl2 obtenue par Western Blot(132) par un membre du 

laboratoire en supposant un profil d’expression similaire.  

Figure 32 : Etude de spécificité du marquage chez l'homme des anticorps anti-Vangl1 
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Conditions testées : 

Anticorps Démasquage standard 

des sites antigéniques 

Concentration Incubation Système de 

révélation 

19D5 et 20G9 pH 6 / pH8 10µg/ml 3h à 37° OmniMap (sans 
amplification) 

19D5 pH 6 / pH 8 4,4 µg/ml 3h à 37° OmniMap 
19D5 pH6 / pH8 2,2 µg/ml 3h à 37 °C  OmniMap 
19D5 pH6 10 µg/ml 1h à 37° OmniMap 
19D5 pH6 7,5 µg/ml 3h à 37° OmniMap 
20G9 pH8 15µg/ml 

20 µg/ml 
3h à 37° UltraMap 

(amplification du 
signal) 

 
Sur PDXs, nous avons pu observer un marquage essentiellement cytoplasmique et 

membranaire avec le clone 19D5. Même à l’aide d’un système d’amplification du signal, le 

clone 20G9 n’a pas permis d’obtenir un marquage suffisant des tissus ce qui a amené à nous 

concentrer uniquement sur le clone 19D5 pour la suite de nos études chez l’homme (Figure 

34).  

Les conditions d’IHC pour lesquelles nous avons obtenu le meilleur marquage et présentant le 

moins de bruit de fond, ont été les mêmes que celles utilisées sur cellules : 

Concentration en anticorps : 10 µg/ml 

Démasquage standard des sites antigéniques : CC2 (pH6) 

Incubation : 3h à 37°C sans amplification du signal 

 

Figure 33 : Production de PDXs (Patient Derived Xenografts) - Le tissu tumoral du patient va être 
implanté chez une souris immunodéficiente qui va donc développer une tumeur présentant les mêmes 
caractéristiques que celle du patient et qui pourra être prélevé et utilisé pour des travaux de recherche. 
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Figure 34 : Développement des conditions d'IHC sur xénogreffes dérivés de patients incluses en 
paraffine 

Cependant, nous avons observé une absence de corrélation avec les données de Western Blot 

pour Vangl 2. En effet, des PDXs n’exprimant pas Vangl 2 ont montré une expression de 

Vangl 1 en IHC.  
 
 

b- Tumeurs du sein incluses en paraffine 
 
L’objectif final étant de tester le/les clones validés sur un panel de tumeurs du sein, nous 

avons réalisé une dernière étape de mise au point des conditions d’IHC du clone 19D5 sur un 

échantillon de tumeur représentant les 4 sous-types de cancer du sein.  

 
Différentes conditions ont également été testées :  

Antibodies Démasquage des sites 

antigéniques 

Concentration Incubation Système de 

révélation  

19D5 pH 6 standard 10 µg/ml 3h at 37° OmniMap 
19D5 pH6 standard 10 µg/ml 1h at 37° UltraMap 

Amplification 
19D5 pH6 court, standard et 

long 
10 µg/ml 2h at 37° UltraMap 

Amplification 
 
La révélation à l’aide d’un système d’amplification du signal après 2 heures d’incubation nous 

a permis d’obtenir un signal plus fort tout en conservant un bruit de fond faible, nous avons 

x20 x20 x20 

x20 x20 
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donc retenu ces conditions. Les variations des résultats d’IHC suite à l’utilisation de différents 

temps de démasquage étant mineures, nous avons choisi de rester avec un temps standard qui 

se trouve être le meilleur compromis pour obtenir un bon signal (Figure 35). 
 

 

Figure 35 : Développement des conditions d'IHC sur tumeurs du sein incluses en paraffine 

 
3- Corrélation des données d’expression de Vangl1 obtenues par Western Blot et 

Immunohistochimie 

Afin de valider la sensibilité de la méthode d’immunohistochimie avec l’anticorps 19D5 anti-

Vangl1, nous avons voulu réaliser une corrélation des données d’expression de Vangl1 

obtenues par Western Blot et par IHC à partir d’un panel de xénogreffes incluses en paraffine. 

Cela doit permettre de s’assurer que l’anticorps sera capable de mettre en évidence une 

différence dans le marquage immunohistochimique pour des échantillons de concentrations 

protéiques différentes. 

 

Sur les 7 échantillons testés (Figure 36), nous n’avons pas observé de différence majeure dans 

l’expression de Vangl1 entre chaque PDX par les deux techniques.  Les données d’expression 

de l’ARN messager (ARNm) disponibles pour deux des PDXs testées indiquent une 
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surexpression de l’ARNm permettant la synthèse de Vangl 1. Cela suggère que l’ensemble 

des PDXs testées vont exprimer Vangl 1 ce qui correspond aux résultats que nous avons pu 

obtenir.  
 

 

Bien que ces derniers soient cohérents, l’absence de différence de concentrations protéiques 

entre les échantillons ne permet pas d’observer une modification franche du marquage en 

IHC, ni de différentiel en WB. Par la suite, nous avons testé l’anticorps purifié 19D5 en IHC 

sur une douzaine de tissus de cancer du sein (comprenant l’ensemble des sous-types) ainsi que 

sur du sein normal. Nous avons pu observer des différences plus importantes dans l’intensité 

du marquage ainsi que dans le pourcentage de la zone tumorale concernée par le marquage 

entre les différents tissus.  

 

Figure 36 : Corrélation des données d'expression de Vangl 1 obtenues par Western Blot et Immunohistochimie 
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L’association de ces résultats est donc en faveur d’une bonne corrélation entre la 

concentration protéique de Vangl 1 et le Quick score qui prend en compte l’intensité du 

marquage et la quantité de cellules tumorales marquées. Nous allons donc désormais pouvoir 

utiliser le clone 19D5 sur Tissu Micro Array (TMA) permettant de valider le profil 

d’expression de Vangl1 sur un grand nombre d’échantillons et de définir la signature 

pronostique de ce marqueur.  

 
4- Etude de Vangl 1 en IHC sur Tissue MicroArray (TMA) 

Le TMA est une technologie à moyen débit permettant d’analyser l’expression d’une protéine 

sur un nombre important d’échantillons différents disponibles sur une seule lame (ici environ 

150). Pour cette étude, nous avons utilisé un TMA sein « tout-venant » c’est-à-dire présentant 

des échantillons de chaque sous-type de cancer du sein (Figure 37).  

 

 
 
 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figure 37 : IHC sur Tissue MicroArray sein "tout-venant" - Clone 19D5 anti-Vangl1 (10 µg/ml) 
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L’analyse du TMA par un anatomopathologiste a permis d’établir un Quick score pour chaque 

échantillon. Afin d’étudier la variation de l’expression de Vangl1 dans le cancer du sein, nous 

avons réalisé une moyenne du Quick score pour chaque sous-type de cancer du sein (Basal, 

HER2+, Luminal A et B) présentée sur la Figure 38.  

Cette étude ne permet pas de mettre en évidence une variation significative entre les différents 

sous-types ce qui est en accord avec les données bibliographiques décrites en Introduction. On 

observe, de plus, une très bonne corrélation avec les données d’expression de génomique. 

Dans les deux cas, on ne retrouve pas de surexpression de Vangl 1 et les mêmes tendances 

peuvent être observées avec une expression légèrement plus élevée pour le sous-type basal et 

légèrement plus faible pour le sous-type luminal A.  

 
Figure 38 : Variation de l'expression de Vangl1 en fonction du sous type de cancer du sein 

 
Vangl1 étant plutôt décrit comme un marqueur de prolifération, nous avons également voulu 

étudier la variation de l’expression de Vangl1 en fonction de l’index de prolifération, Ki-67 

(Figure 39).  L’antigène nucléaire Ki-67 est également détecté par un anticorps en IHC et 

l’index de marquage représente le pourcentage de noyaux marqués par l’anticorps. La valeur 

seuil est de 15%, à partir de ce seuil la tumeur sera considérée comme proliférative.  

Nous avons donc comparé la moyenne du Quick score pour Ki-67 < 15% à la moyenne pour 

Ki-67 ≥ 15%. Dans ce cas, nos résultats ne sont pas en accord avec les données 

bibliographiques. En effet, on n’observe pas de différence significative du Quick score selon 

le statut prolifératif.  
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B- Etude de Vangl 1 chez la souris  

1- Etude de la cross-réactivité des anticorps monoclonaux anti-Vangl1 chez la 
souris 

Cette étude a été réalisée sur des coupes d’embryon de souris à J15,5 inclus en paraffine. Les 

quatre clones anti-Vangl1 ont de nouveau été testés : 19D5, 20G9, 3D1 et 7G6 (Figure 40).  

Suite à cela, nous avons pu conclure que les deux clones spécifiques chez l’homme, le 19D5 

et le 20G9, ne présentent  pas de cross-réactivité chez la souris puisque aucun marquage n’est 

observable. Les mêmes conclusions ont été tirées des résultats obtenus par Western Blot et par 

Immunoprécipitation.  

 

Cependant les clones 3D1 et 7G6, non spécifiques chez l’homme, présentent une cross-

réactivité. En effet, on observe un marquage de différentes structures de l’embryon, avec un 

profil similaire pour les deux clones,  on peut citer comme exemple (Figure 41): 

 Le nez : les follicules pileux sont fortement marqués (cellules souches essentiellement) 

ainsi que l’épithélium nasal 

 Les glandes salivaires également fortement marquées 

 Les vaisseaux au niveau épithélial et endothélial 

 Marquage apical et jonctionnel de l’épithélium bronchique 
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Figure 39 : Variation de l'expression de Vangl1 en fonction de l'index de prolifération 
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 Marquage très fort du colon au niveau du pôle apical des cellules 

 Fort marquage des glomérules rénaux (vasculaire essentiellement), épithélium rénal et 

tubules également positifs 

 

Ces observations sont également en accord avec les résultats obtenus par Western Blot et 

immunoprécipitation par une étudiante en thèse du laboratoire. La spécificité du marquage par 

ces deux clones anti-Vangl 1 chez la souris reste tout de même à démontrer.  
 
 
 

 
Figure 40: Etude de la cross-réactivité des clones anti-Vangl1 chez la souris 

 

 
Figure 41 : Focus sur quelques structures embryonnaires fortement marquées chez la souris (Clone 
3D1) 

 
2- Etude de la spécificité du marquage des clones anti-Vangl1 en IHC 

 

Concernant l’étude de la spécificité, plusieurs méthodes ont été possibles. Ces dernières ont 

donc été réalisées uniquement pour les clones 3D1 et 7G6 présentant une cross-réactivité chez 

la souris.  
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a- Modèles murins KO Vangl1 

 
Les embryons de souris KO Vangl1 ne sont pas viables, cependant un laboratoire aux Etats-

Unis a pu obtenir un tissu murin KO conditionnel pour Vangl1 et Vangl 2. Il s’agit  de 

modèles biologiques au sein desquels le gène cible a pu être spécifiquement inactivé dans des 

tissus spécifiques (ici l’utérus). Ces tissus inclus en paraffine nous ont été envoyés par ce 

laboratoire, nous permettant de tester les deux clones présentant une cross-réactivité en IHC.  

 

Dans ce cas, il s’est posé la question de l’expression de Vangl 1 au niveau de l’utérus murin. 

En effet, après avoir réalisé une gamme de concentration des deux clones sur les tissus WT et 

KO Vangl1, nous avons pu observer une disparition du marquage sur les deux tissus à la 

même concentration (Figure 42). Cela suggère que, soit les clones ne permettent pas d’obtenir 

un marquage spécifique de Vangl1 malgré que celui-ci semble l’être chez l’embryon, soit que 

Vangl 1 n’est pas exprimé dans l’utérus murin et donc que ce que l’on peut observer 

correspond à une accroche non spécifique des anticorps dû à une concentration trop élevée.  

 
 

 
Figure 42 : Etude de la spécificité du marquage des clones anti-Vangl1 chez la souris (ici clone 7G6) - 
Modèle murin KO Vangl1 

 
b- Epreuve de compétition 

 
Les anticorps monoclonaux anti-Vangl1 ont été produits par immunisation des souris à l’aide 

d’un peptide issu de la région N-terminal de Vangl1. Une autre possibilité a été de réaliser une 

épreuve de compétition sur les coupes d’embryons de souris entre le peptide et la protéine 
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présente dans le tissu embryonnaire. En cas de spécificité, l’anticorps devrait se fixer au 

peptide présent en excès et non sur le tissu : il ne devrait donc pas y avoir de marquage sur 

l’embryon. 

 

Cependant, un problème technique ne nous a pas permis de conclure sur la spécificité des 

clones par cette méthode. En effet, nous avons pu observer une accroche non souhaitée du 

peptide sur le tissu embryonnaire induisant un résultat non interprétable.  

 
C- Etude de Vangl 2 chez l’homme 

 

Suite aux résultats obtenus en 2010, nous avons tout d’abord cherché à reproduire le 

marquage en utilisant deux anticorps monoclonaux anti-Vangl2 : 2G4 et 36E3. Pour cela, 

nous avions à disposition un panel de xénogreffes dérivés de patients inclus en paraffine dont 

l’expression de Vangl2 a été déterminée par Western Blot en 2010(132). 

De nombreuses conditions ont été testées, faisant intervenir différentes concentrations ainsi 

que différents types de démasquage des sites antigéniques cela sans pouvoir obtenir de 

marquage (Figure 43).  
 

 
Figure 43 : Essai de mise en évidence de Vangl 2 par IHC sur PDX incluse en paraffine 

Cela nous a conduit à remettre en question la qualité des tissus utilisés notamment 

l’expression de la cible mais également l’efficacité des clones anti-vangl2 en 

immunohistochimie.  

Suite aux difficultés rencontrées nous avons pris la décision de reprendre la mise au point des 

clones sur culots cellulaires ARPE19 (cellules humaines de rétine exprimant naturellement 

Vangl2) et de tester également différents lots d’anticorps purifiés ainsi qu’une ascite 2G4 et 

une ascite 36E3. 
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Les différents lots d’anticorps monoclonaux purifiés et d’ascites non purifiés ont alors été 

testés sur une lignée ARPE19 wild type ainsi que sur une lignée KO Vangl2 incluses en 

paraffine selon un protocole classique sans obtenir de résultat (Figure 44).   
 

 
Figure 44 : Essai de mise en évidence de Vangl2 par IHC sur culots cellulaires inclus en paraffine
  

Par la suite, nous avons cherché à nous rapprocher le plus possible du protocole qui avait été 

utilisé en 2010. Cela a d’abord nécessité une transposition du protocole du système robotisé 

Dako au Ventanadiscovery XT. Le protocole présente différentes étapes particulières : 

1. Une étape de déparaffinage supplémentaire à l’aide d’un autostainer XL Leica 

2. Une étape au PTlink (Dako) réalisant également un déparaffinage mais aussi le 

démasquage des sites antigéniques à pH9  

3. Une étape de blocage des sites antigéniques non spécifiques pendant 1h par 

l’utilisation de Protein Block avant le dépôt de l’anticorps primaire incubé 1h à 37°C 

4. Utilisation d’un anticorps secondaire Lapin anti-Rat reconnu par un troisième 

anticorps anti-Lapin couplé à l’HRPafin d’amplifier le signal.  

 

Pour commencer, les différents lots d’anticorps monoclonaux purifiés ont été testés  avec ce 

protocole sur les mêmes lignées cellulaires ARPE19 que décrites précédemment.   

 

Suite à ce protocole, différentes observations ont pu être faites selon les lots d’anticorps 

purifiés utilisés (Figure 45): 

(i) Les trois lots du clone 36E3 ainsi que le lot n°1 du clone 2G4 présente un profil 

similaire. On constate la présence d’un marquage des culots cellulaires à une 
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concentration de 10µg/ml mais qui n’est pas spécifique de Vangl2 puisque celui-ci 

est similaire sur la lignée ARPE19 n’exprimant pas Vangl2.  

(ii) Le lot n°2 du clone 2G4, produit par mon laboratoire, à la même concentration 

(10µg/ml), ne permet pas d’obtenir de marquage. Un marquage est observable à la 

concentration de 25µg/ml mais celui-ci reste tout de même relativement faible. De 

plus, comme décrit précédemment, le marquage n’est pas spécifique en IHC chez 

l’homme. Cela est probablement dû à un manque de sensibilité de ce lot 

d’anticorps qui va alors présenter des difficultés pour atteindre la cible 

 
 

 
Figure 45 : Essai de mise en évidence de Vangl2 par IHC sur culot cellulaire inclus en paraffine 

(protocole de 2010) 

 

En 2010, les clones anti-vangl2 n’avaient pas été testés sur un contrôle négatif car les 

technologies permettant de supprimer l’expression d’une protéine au sein d’une lignée 

cellulaire n’étaient pas disponibles au laboratoire. Nous avons donc dû remettre en question la 

qualité et la spécificité du signal qui avait été obtenu. 

 

Pour cela, nous avons reproduit la manipulation avec le même protocole sur une coupe de 

PDX sur-exprimant Vangl2 en western blot et sur une coupe de tumeur du sein basale (sous-

type de cancer du sein sur-exprimant Vangl2). Sur PDX, nous avons pu observer un marquage 

dans l’ensemble négatif avec quelques zones faiblement positives mais également plus de 

bruit de fond au niveau des zones nécrotiques (Figure 46A). 
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Concernant la tumeur basale, on observe également un marquage négatif sur la majeure partie 

du tissu tumoral à l’exception d’une petite zone. On observe également une accroche sur le 

tissu séreux sain (Figure 46B). 

 
Figure 46 : Reproduction du protocole utilisé en 2010 pour mettre en évidence Vangl2 (A) sur PDX ; 
(B) sur tumeur basale 

 
Cette expérimentation permet donc de confirmer le manque de spécificité du marquage par les 

clones purifiés anti-Vangl2 puisqu’on observe une accroche sur les cellules non tumorales. De 

plus, ces clones manquent également de sensibilité pour la cible du fait d’un marquage 

globalement négatif sur des tissus dont on sait qu’ils expriment Vangl2.  

 

Les anticorps purifiés anti-Vangl2 2G4 et 36E3 ne semblent donc pas être de bons candidats 

pour une exploitation en IHC chez l’homme.Nous avons tout de même décidé d’étudier ces 

anticorps sur le plan immunohistochimique chez la souris ce qui pourrait permettre une 

utilisation sur des modèles tumoraux murins.  

 
D- Etude de Vangl2 chez la souris 

1- Etude de la spécificité du marquage des clones anti-vangl 2 chez la souris en 
IHC 

Afin de démontrer la spécificité du marquage des anticorps monoclonaux purifiés anti-Vangl 

2 chez la souris, nous avons utilisé l’utérus murin sauve (wild type), l’utérus KO conditionnel 

Vangl1 ainsi que l’utérus KO conditionnel Vangl1/Vangl2 inclus en paraffine décrit 
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précédemment (cf. modèles murins KO Vangl1). L’ensemble des lots disponibles pour les 

clones 2G4 et 36E3 a été testé selon le protocole spécifique utilisé en 2010.  

Suite à cela, nous avons pu observer un marquage membranaire important de l’épithélium 

utérin wild type. Pour l’ensemble des lots de chaque clone, ce marquage n’est plus présent sur 

l’épithélium utérin KO Vangl1/2 (Figure 47). Afin de s’assurer que les anticorps 

monoclonaux fixent uniquement Vangl2 et non Vangl1, nous avons testé les clones sur 

l’utérus KO conditionnel Vangl 1. Le marquage de l’épithélium utérin KO Vangl1 étant 

similaire au marquage de l’épithélium wild type (Figure 48), cela nous a permis de conclure à 

une spécificité des clones pour Vangl 2 chez la souris.  

Cependant, nous avons également pu conclure à une meilleure spécificité du lot n°2 du clone 

2G4 pour Vangl 2. En effet, pour le lot n°1 et le clone 36E3, on observe un bruit de fond plus 

important dans l’endothélium utérin wild type et KO.  

 

 
Figure 47 : Etude de la spécificité du marquage des clones purifiés anti-Vangl2 chez la souris en IHC 
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Figure 48 : Etude de la spécificité du marquage des clones purifiés anti-Vangl2 chez la souris (2) - 
Clone 2G4 lot n°2 

 
2- Etude de l’expression de Vangl2 chez l’embryon de souris (inclus en paraffine) 

par IHC (Figure 49) 

La spécificité du marquage chez la souris étant démontrée, nous avons voulu étudier le profil 

d’expression de Vangl2 chez l’embryon de souris en utilisant le protocole décrit 

précédemment. Nous avons pu observer un marquage spécifique jonctionnel au niveau 

mésenchymal et épithélial de certaines structures (Figure 50) telles que : 

 L’épithélium nasal ainsi que les follicules pileux  

 L’épithélium bronchique 

 Les glandes salivaires 

 L’épithélium intestinal 

 Le rein  

 Le cerveau  

 L’épithélium buccal  
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Figure 49 : Etude de l'expression de Vangl2 chez l'embryon de souris inclus en paraffine 

 
 

 
Figure 50 : Focus sur certaines structures embryonnaires de la souris exprimant Vangl2 en IHC 
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IV- DISCUSSION ET CONCLUSION  
 
L’objectif de cette étude était de développer des conditions en IHC validées pour des 

anticorps monoclonaux purifiés anti-Vangl1 et anti-Vangl2 dans le but de définir leur profil 

d’expression dans le cancer du sein.  Pour cela, il a fallu caractériser ces anticorps sur le plan 

immunohistochimique (spécificité et sensibilité) avant de démarrer l’étude sur tissus 

tumoraux.  

 

Concernant Vangl1, la caractérisation des anticorps monoclonaux purifiés anti-Vangl1 à 

disposition a permis de définir différents profils en IHC :  

Anticorps  Réactivité  sur cellules/tissus humains Cross-réactivité sur la souris 

19D5 • Culots cellulaires (cellules 
MCF7) 

• Xénogreffes dérivés de patients 
• Seins tumoraux 

Non 

20G9 • Culots cellulaires (MCF7) 
 Mauvaise sensibilité sur tissus 

Non 

3D1 Pas de spécificité Embryon de souris 
7G6  Pas de spécificité Embryon de souris 

 
Seul un clone a donc pu être utilisé pour réaliser l’étude chez l’Homme : le 19D5. Après un 

travail de mise au point sur xénogreffes et tissus de tumeurs du sein nous avons pu définir des 

conditions d’IHC reproductibles et fiables. De ce fait, nous avons ensuite pu réaliser une 

étude de l’expression de Vangl1 sur un panel plus important de tumeurs du sein à l’aide d’un 

Tissue MicroArray. Cela nous a permis de confirmer l’absence de surexpression de Vangl1 et 

de variation significative de cette expression selon le sous-type de cancer du sein.   

Cependant, nous n’avons pas pu montrer de variation significative de l’expression de Vangl1 

en fonction du statut prolifératif. Ce dernier résultat reste tout de même à confirmer, en effet, 

l’estimation de l’index Ki67 est complexe et son expression est retrouvée tout au long des 

différentes phases du cycle cellulaire (excepté la phase G0 où les cellules ne se divisent pas). 

Cela reste tout de même cohérent avec les résultats d’expression en fonction du sous-type de 

cancer. En effet, si Vangl 1 était un marqueur de prolifération on pourrait observer une forte 

diminution de son expression dans le sous-type luminal A qui est par définition non 

prolifératif, ce qui n’est pas le cas.   

 

Chez l’embryon de souris, deux clones présentent une cross-réactivité : le 3D1 et le 7G6. 

Cependant la spécificité du marquage reste encore à démontrer. En effet, l’épreuve de 
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compétition n’a pas été réalisable et l’utilisation de tissus de souris KO conditionnel pour 

Vangl 1 n’a pas permis l’obtention de résultat concluant. Une troisième méthode peut être 

réalisée et consiste en la réalisation d’IHC avec ces deux clones sur culots cellulaires IMCD3 

(cellules murines exprimant Vangl1 naturellement) wild type et KO Vangl1. Les cellules 

IMCD3 KO Vangl1 seront disponibles prochainement au laboratoire grâce à l’utilisation de la 

technique siRNA. Cela permettra ou non de confirmer la spécificité du marquage des clones 

3D1 et 7G6 chez la souris.  

 

Concernant Vangl2, l’objectif principal du projet n’a pas été atteint puisque aucun des deux 

anticorps mis à ma disposition n’a pu être validé chez l’homme. Bien que des résultats positifs 

aient été obtenus en 2010 par le laboratoire, nous avons pu mettre en évidence grâce à la 

technologie CrispR désormais disponible au laboratoire un manque de spécificité pour Vangl2 

de ce marquage par IHC. De nouveaux anticorps monoclonaux purifiés anti-Vangl2 pourront, 

de ce fait, être produits pour une application en IHC, ceci permettant de confirmer la 

surexpression de Vangl 2 dans le cancer du sein de type basal mis en évidence par western 

blot et d’étudier l’intérêt de son développement en tant que biomarqueur et cible 

thérapeutique.  

 

Cependant, l’étude de Vangl2 chez la souris nous a permis d’observer une bien meilleure 

spécificité du marquage et également une meilleure sensibilité des anticorps purifiés anti-

Vangl2 : 2G4 et 36E3. 

Nous avons pu constater une meilleure spécificité du marquage pour un des lots du clone 2G4 

anti-Vangl 2. Cette différence entre deux lots d’un même clone peut, entre autre, s’expliquer 

par le fait qu’ils n’aient pas été purifiés dans les mêmes conditions. La purification des 

anticorps monoclonaux est réalisée par chromatographie d’affinité avec la protéine A ou la 

protéine G (protéines de source bactérienne) ayant la capacité de se fixer à la région constante 

des anticorps. La qualité et la propreté de la colonne peuvent donc influer sur la purification.  

Nous avons tout de même pu développer des conditions validées et reproductibles en IHC 

pour ces deux clones chez la souris. Cela pourra permettre une utilisation sur des modèles 

tumoraux murins qui reste indispensable à la réalisation d’études dans un milieu complexe 

relativement proche de celui rencontré chez l’homme et permettant notamment une meilleure 

compréhension des mécanismes de dissémination métastatique.   

 



106 
 

Le développement des biomarqueurs ainsi que des traitements de thérapies ciblées doit 

permettre d’envisager une médecine dite « personnalisée » dans le but d’augmenter 

l’efficacité et la tolérance au traitement. Dans notre cas, les patients seraient sélectionnés sur 

la base d’un test immunohistochimique optimisé et fiable. Mais il sera alors essentiel de 

développer des techniques de détermination du statut complémentaires pour les cas 

intermédiaires (1+/2+) telles que la PCR (Polymerase Chain Reaction) ou l’hybridation in situ 

en fluorescence (FISH) pour définir les patientes susceptibles de recevoir le traitement adapté. 

 

Concernant des perspectives plus générales, l’intérêt de s’intéresser aux protéines Vangls en 

tant que biomarqueurs pourraient également être explorées dans d’autres types de cancer. 

Dans diverses lignées cellulaires tumorales (par exemple du côlon, de l’estomac, de la tête et 

du cou, hépatocellulaire et carcinome spinocellulaire de la cavité buccale), la suppression de 

l’expression de Vangl 1 va produire différents phénotypes, incluant une réduction de la 

prolifération cellulaire, de l’invasion et de la croissance des xénogreffes(139–143). Vangl 1 

est également connu pour interagir avec un suppresseur de métastase (CD82) dans le cancer 

du côlon bien que la fonction de cette interaction ne soit pas encore complétement 

élucidée(144). Vangl 2 est également surexprimé avec d’autres composants de la PCP dans la 

leucémie lymphoïde chronique(145). 
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Validation  

La validation d’un biomarqueur à visée pronostique se déroule en 3 étapes : 

1. La validation analytique du test utilisé pour l’identification et/ou le dosage du 

biomarqueur. Il s’agit d’une exigence essentielle pour l’utilisation du biomarqueur en 

pratique clinique.  

2. La validation clinique. Elle permet de s’assurer que le biomarqueur en question est 

associé à une maladie ou à un critère clinique particulier. 

3. Enfin, l’utilité clinique doit être démontrée à travers la détermination du LOE (Level 

of Evidence) pour permettre une recommandation en routine.  

 

I- VALIDATION ANALYTIQUE  

 

La validation analytique doit permettre de s’assurer de la reproductibilité et de la stabilité du 

dispositif médical de diagnostic in vitro (DMDIV) mais également de la sensibilité pour 

détecter le biomarqueur d’intérêt dans l’échantillon étudié. De plus, afin d’assurer une 

reproductibilité inter-laboratoire, il est essentiel d’étudier le test au cours d’une évaluation 

externe de la qualité (EEQ). 

 

A- Contrôle de qualité interne (CIQ) d’une méthode quantitative        

 

La norme NF EN ISO 15189 précise que : « Le laboratoire doit concevoir des systèmes de 

contrôle interne de la qualité permettant de vérifier que la qualité prévue des résultats est bien 

obtenue. Il est important que ce système de maitrise permette aux membres du personnel 

d’obtenir des informations claires et faciles à comprendre sur lesquelles baser leurs décisions 

techniques et médicales. » 

 

Le CIQ est réalisé au sein d’un même laboratoire à l’aide d’échantillons de contrôle lors de la 

mesure d’échantillons biologiques de patients afin de vérifier la maitrise du processus 

analytique et les performances de la méthode. Ce contrôle est dépendant du fournisseur du 

couple réactif/analyseur pour le cas des DMDIV. C’est ce dernier qui va distribuer les 

matériaux de contrôle interne de qualité mis au point et fabriqué spécifiquement pour 
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l’évaluation du DMDIV. Mais l’institution pourra également constituer ses propres 

échantillons dont l’interprétation devra être basée sur les mêmes règles que celles des CIQ.   

 

Le CIQ va permettre de contrôler la fidélité intermédiaire ou reproductibilité intra-laboratoire. 

Les résultats des CIQ sont analysés périodiquement pour vérifier que la technique est 

reproductible dans des conditions normales d’utilisation prenant en compte les facteurs tels 

que l’opérateur, le temps, les lots de réactifs… 

Les résultats de CIQ externalisées permettront également de constituer une approche de la 

justesse. L’étude de la justesse permet d’évaluer l’étroitesse de l’accord entre la moyenne de 

valeurs mesurées répétées et une valeur de référence, l’écart observé correspondant au biais.  

L’association de ces deux critères permet d’estimer l’incertitude de mesure qui peut être 

intégrée au processus d’interprétation et de la prestation de conseil. Son évaluation prend en 

compte les erreurs aléatoires (défaut de fidelité) et les erreurs systématiques (erreur de 

justesse).   

 

Enfin, la sensibilité de la méthode devra également être étudiée dans le but de définir 

l’aptitude de la méthode à détecter de petites variations du biomarqueur d’intérêt.  

 

B- Evaluation externe de la qualité (EEQ) d’une méthode quantitative 

 

L’EEQ est une procédure permettant d’évaluer les performances d’un laboratoire par le biais 

d’une comparaison inter-laboratoires. Pour l’EEQ, la participation au Contrôle National de 

Qualité est obligatoire. L’utilisation et la gestion des contrôles de qualité permettent d’assurer 

la qualité de l’examen et la fiabilité du résultat.  

 

Les résultats des EEQ vont permettre une approche de l’exactitude. L’exactitude est définie 

comme l’étroitesse de l’accord entre une valeur mesurée et la valeur vraie d’un mesurande. 

Cette étude correspond à la comparaison du résultat d’une seule analyse d’un échantillon 

inconnu à une valeur cible consensuelle. Pour que cette évaluation soit pertinente, le nombre 

de participants à l’EEQ doit être suffisant (supérieur à 30 si possible). L’exploitation des 

résultats peut également contribuer à l’estimation de l’incertitude de mesure.    

 

Les résultats doivent faire l’objet de revue afin d’apporter si nécessaire des mesures 

correctives ou commentaires en cas d’anomalie. Toute anomalie nécessite une gestion 
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d’actions curatives et/ou correctives tracées sur une fiche de non-conformité. Les anomalies 

entrainant un risque majeur pour la santé des patients devront faire l’objet d’un signalement à 

l’ARS.       

 

Lorsqu’il n’existe pas d’EEQ organisée et pertinente, le laboratoire doit mettre en place 

d’autres moyens d’évaluation de l’exactitude tels qu’une comparaison avec d’autres 

laboratoires avec un échange d’échantillons ou une comparaison avec une méthode de 

référence.  

 

C- Maitrise de la qualité d’une méthode de type qualitative 

 

Dans le cas des méthodes qualitatives, la maitrise des résultats et du processus analytique est 

plus complexe et nécessite la mise en œuvre de moyens supplémentaires au CIQ et EEQ car 

les sources de variations sont plus nombreuses. Le laboratoire va établir des critères de 

performance de la méthode utilisée et pourra les comparer aux données de référence dont il 

dispose.   

 

Dans ce contexte, il sera indispensable de : 

- Maîtriser les compétences du personnel notamment en procédant à une habilitation 

obligatoire et en réévaluant les compétences périodiquement. 

- Maîtriser les conditions environnementales  

- Maîtriser de manière continue les équipements 

- Maîtriser l’échantillon primaire 

- Maîtriser la méthode notamment en utilisant des témoins positifs et négatifs afin de 

valider le processus concerné.  

- Maîtriser les réactifs. Pour cela, le laboratoire devra les tester à chaque changement de 

lot afin de vérifier leur conformité aux spécifications 

 

La vérification d’une méthode qualitative passe également par l’évaluation de la spécificité. 

La spécificité d’une méthode représente son aptitude à identifier l’analyte sans interférence de 

la part des autres constituants de l’échantillon. Cette dernière peut être déterminée par 

exemple par comparaison des résultats obtenus avec l’analyte seul et avec l’analyte additionné 

de substances pouvant provoquer des interférences. 
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II- VALIDATION CLINIQUE 

 

La validité clinique est définie comme la capacité de l’examen à identifier d’une manière 

précise et reproductible un sous-groupe à risque de patients, ou de prévoir une évolution 

clinique liée ou non à un traitement. 

 

Au cours de l’année 2000, le NCI-EORTC (US National Cancer Institute and the European 

Organisation for Research and Treatment of Cancer) s’est réuni afin de discuter des enjeux et 

des obstacles de la recherche dans le cancer. Cette réunion a, entre autre, permis de mettre en 

évidence une mauvaise organisation ainsi qu’une mauvaise analyse des études réalisées sur 

les nouveaux marqueurs tumoraux conduisant dans de nombreux cas à des résultats 

contradictoires non fiables. Il a alors été jugé indispensable d’établir des lignes directrices à la 

réalisation de ces études, une guideline a donc été réalisée par McShane et al(146). La 

guideline REMARK (REporting recommandations for tumor MARKer prognostic studies) 

développée est, de plus, particulièrement adaptée aux biomarqueurs à visée pronostique. Les 

principaux points de cette guideline, organisés en quatre axes (Introduction, 

Matériels&Méthodes, Résultats et Discussion) de manière similaire aux articles scientifiques, 

vont être présentés dans la suite de cette partie.  

 

A- Introduction  

 

Point n°1 - Indiquer le marqueur étudié, les objectifs de l’étude ainsi que toutes les 

hypothèses préétablies. 

La description du biomarqueur doit présenter ses aspects biologiques (type de la 

molécule/structure étudiée et les caractéristiques évaluées) mais également son 

positionnement dans la prise en charge du patient (diagnostic, pronostic, suivi 

thérapeutique..). Concernant les biomarqueurs à visée pronostique, les objectifs consistent le 

plus souvent à étudier l’influence du biomarqueur sur l’évolution clinique du patient.  

Les hypothèses peuvent être nouvelles car générées par les données de l’étude ou préétablies, 

c'est-à-dire issues de la littérature existante ou du fait de la compréhension du mécanisme 

biologique. Dans les deux cas, elles doivent être formulées de manière à pouvoir être 

approuvées ou réfutées par une analyse statistique.  
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B- Matériels et méthodes  

1- Les patients 

 

Point n°2 : Décrire les caractéristiques des patients inclus dans l’étude, notamment la 

source ainsi les critères d’inclusion et d’exclusion 

L’utilisation d’un facteur pronostique s’adresse le plus souvent à une population spécifique. Il 

est donc indispensable de décrire la population concernée afin de définir le contexte clinique. 

Les critères d’éligibilité sont, le plus souvent, basés sur les caractéristiques cliniques et 

pathologiques des patients. On peut citer, par exemple, le site tumoral, le stade, l’âge, la prise 

d’un traitement en particulier ou le type histologique. Il sera également important de définir 

les critères d’exclusion et ce, avant le début de l’étude afin d’éviter tout biais potentiel.  

 

Point n°3 : Décrire les traitements reçus et les protocoles utilisés 

L’évolution clinique du cancer dépend à la fois de l’aggressivité de la tumeur mais également 

d’une réponse éventuelle à une thérapie. Idéalement, les études devraient être réalisées chez 

des patients ne recevant aucun traitement afin de prendre en compte uniquement les 

caractéristiques intrinsèques à la tumeur. Cela n’étant éthiquement pas possible, la majeure 

partie des patients présentant une tumeur solide reçoivent une thérapie loco-régionale (ex : 

chirurgie) associé ou non à une thérapie systémique. Dans ce contexte, il est conseillé de 

standardiser le traitement des patients inclus dans l’étude, ou éventuellement de réaliser 

plusieurs groupes de patients, car une différence de traitement peut avoir un impact sur 

l’évolution de la maladie. Dans le cas des études rétrospectives pour lesquelles le traitement 

n’est pas toujours connu, il est essentiel d’en tenir compte dans l’interprétation des résultats 

de l’analyse.  

 

2- Caractéristiques de l’échantillon 

 

Point n°4 : Décrire le matériel biologique utilisé, les méthodes de préservation et de 

stockage. 

Les études de marqueurs pronostics sont le plus souvent réalisées sur des échantillons de 

tissus tumoraux (FFPE ou congelé), de cellules tumorales ou d’ADN tumoral isolé à partir du 

sang, de la moelle osseuse, de l’urine, du sérum… Le mode d’obtention de l’échantillon doit 

être précisé dans la mesure du possible (ex : chirurgie, biopsie…) ainsi que son origine 
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(tumeur primaire, métastase) mais également les traitements subis par l’échantillon (ex : 

fixation, utilisation d’anticoagulants…). 

Le plus souvent, les études sont réalisées un certain temps après la collecte. Cependant, le 

temps et le mode de conservation peuvent altérer la qualité de l’échantillon. C’est le cas par 

exemple des tissus FFPE, utilisés en IHC, qui perdent leur antigénicité avec le temps. Les 

critères d’acceptabilité des échantillons concernant la collecte, le procédé et le stockage 

doivent être définis avant de commencer l’étude(147,148). La guideline The Biospecimen 

Reporting for Improved Study Quality (BRISQ) apporte des recommandations 

complémentaires sur ce point(149). 

De plus, il est également important de définir les critères d’acceptabilité (par exemple : % de 

viabilité cellulaire, % de cellules tumorales…) des échantillons utilisés au cours de l’étude et 

ce en amont de l’étude afin d’éviter tout biais possible.  

Les échantillons biologiques « contrôle » utilisés devront être décrits de façon similaire. 

 

3- Méthodes de l’essai 

 

Point n°5 : Spécifier la méthode de l’essai utilisé et fournir un protocole détaillé, 

incluant les réactifs spécifiques ou kits utilisés, les procédures de contrôle qualité, 

l’évaluation de la reproductibilité, les méthodes de quantification, et les protocoles de 

score et de rapport. Dans le cas d’une étude à l’aveugle (évolution clinique non connue), 

spécifier son protocole. 

La description de la méthode utilisée au cours de l’étude doit fournir assez de détails pour 

permettre à d’autres laboratoires de reproduire l’étude sans biais.  

 

4- Conception de l’étude 

 

Point n°6 : Indiquer la méthode de sélection des patients en précisant s’il s’agit d’une 

étude prospective ou rétrospective et s’il s’agit d’une étude stratifiée ou appariée (par 

exemple par stade de la maladie ou par âge). Préciser la période à partir de laquelle les 

cas ont été sélectionnés, la fin de la période et la durée moyenne de suivi.  

La fiabilité de l’étude dépend essentiellement de sa conception, il est donc essentiel de décrire 

le mode de recrutement et de sélection des patients mais également comment et quand les 

données cliniques, pathologiques et de suivi des patients ont été collectées car cela peut avoir 

des implications non négligeables sur l’analyse et l’interprétation de l’étude.  
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La réalisation d’une étude prospective est préférable car elle permet l’obtention de données de 

meilleure qualité grâce à l’utilisation de procédure standard pour la rédaction des protocoles et 

le recrutement. Cependant, la majeure partie des études concernant un marqueur pronostic 

sera réalisée de manière rétrospective en utilisant les échantillons déjà existants et pour 

lesquelles des informations concernant l’évolution clinique des patients seront déjà 

disponibles. Cependant, ces informations cliniques seront souvent incomplètes.   

La stratification des échantillons permet de s’assurer que l’ensemble des sous-groupes 

importants sont représentés. Mais parfois, les patients seront plutôt associés en fonction de 

leur évolution clinique. Il sera dans tous les cas important d’éviter l’exclusion de patients car 

elle constitue un biais dans l’estimation de la valeur pronostique(150). 

 

Il est également important de placer l’étude dans un contexte historique en précisant la 

période de l’étude (date de début et de fin). En effet, les thérapeutiques évoluent ce qui 

modifie la prise en charge des patients et donc l’évolution clinique. Il peut également être 

utile de préciser le nombre de patients perdus de vue. 

 

Point n°7 : Définir précisément tous les critères d’évaluation clinique étudiés 

Concernant les études de marqueurs tumoraux à visée pronostique, les critères d’évaluation 

clinique généralement pris en compte sont le décès (quelle que soit la cause ou lié au cancer, 

cela devra être précisé), les récidives à distance, les récidives locales, la progression tumorale, 

une nouvelle tumeur primaire ou une réponse tumorale à un traitement. Pour certains 

événements comme le décès, les récidives ou la progression tumorale, il est important 

d’apprécier le temps écoulé jusqu’à leur apparition. De plus, certains critères requièrent une 

évaluation subjective, il pourra donc être utile de préciser si l’évaluation de ces critères est 

réalisée à l’aveugle du statut du biomarqueur.  

En complément, la guideline STEEP (the STandardizeddefinitions for Efficacy End Points) 

fournit des définitions standardisées des critères d’évalution clinique pour les études réalisées 

dans le cadre du cancer du sein(151). 

 

Point n°8 : Définir toutes les variables (cliniques ou pathologiques) initialement 

examinées ou envisagées pour l’inclusion dans les modèles.  

Concernant les analyses de survie standard, toutes les variables considérées (ex : âge, statut 

ganglionnaire, grade, utilisation d’une thérapie adjuvante…) devraient être mesurées au plus 
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tard au commencement de l’étude afin de limiter les biais(152,153). Dans certains cas, il sera 

également recommandé de décrire la méthode de mesure.   

 

Point n°9 : Définir la taille de l’échantillon. Si l’étude a été conçue pour détecter une 

taille d’effet spécifiée, donner la puissance cible et la taille de l’effet.  

Pour les études de marqueurs pronostics, la détermination de la taille de l’échantillon est 

moins claire. Dans les cas où une taille d’effet sera recherchée, l’utilisation de calcul 

statistique sera nécessaire mais le plus souvent la taille de l’échantillon sera dictée par des 

considérations plus pratiques telles que le nombre d’échantillons disponibles ou les moyens 

financiers. Dans ce type d’étude, les facteurs essentiels à prendre en compte seront plutôt le 

nombre d’événements observés, la taille minimale pour avoir un effet détectable, la 

distribution du marqueur ou la méthode d’analyse. Par exemple, une étude concernant des 

patients ayant plutôt un bon pronostic (ex : cancer du sein luminal A) devra nécessiter un 

nombre d’échantillons plus important que pour une étude ou les critères d’évaluation risquent 

d’être observés plus fréquemment (ex : cancer du sein triple négatif). La taille de l’échantillon 

sera donc différente selon l’objectif de l’étude mais également selon le stade de 

développement du biomarqueur. De manière générale, plus le biomarqueur avancera dans le 

processus de développement, plus il sera nécessaire de faire appel à une taille d’échantillon 

importante afin de prendre en compte les multiples variables associées.  

 

5- Méthodes d’analyse statistique 

 

10
ème

 point : Spécifier toutes les méthodes statistiques, incluant les détails concernant les 

procédures de sélection des variables et autres questions de construction des modèles, 

comment les hypothèses du modèle sont vérifiés et comment les données manquantes 

sont traitées.  

Le principe de ce point est de permettre à toute personne compétente de pouvoir vérifier les 

résultats de l’étude à partir des données brutes(154). Concernant les marqueurs pronostics, de 

nombreuses stratégies d’analyse sont possibles mais le choix est généralement réalisé après 

l’obtention de données préliminaires du fait d’une analyse plus complexe.  

Dans cette partie, différents aspects de l’analyse doivent être abordés et sont répartis en 8 

rubriques principales : 

- La préparation des données préliminaires. Cette étape de transformation préliminaire 

des données peut avoir un impact sur les résultats et doit donc être clairement définie. 
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- L’association des valeurs du marqueur avec d’autres variables. Les méthodes utilisées 

pour définir l’association avec les autres variables doivent être décrites. 

- Les méthodes d’évaluation de l’association univariable du marqueur avec l’évolution 

clinique. Généralement, la première évaluation ne prend pas en compte de variables 

additionnelles. D’autres analyses similaires devront être conduites afin d’étudier 

l’association de l’évolution clinique avec les autres variables.  

- Les analyses multivariées. L’utilisation de modèles multivariables afin de définir la 

valeur pronostique du biomarqueur est essentielle. Il sera judicieux d’utiliser la même 

approche que celle utilisée pour l’analyse univariable. Ces modèles pourront 

également être utilisés pour évaluer la valeur pronostique de différents marqueurs en 

combinaison (ex : signatures multigéniques).  

- Les données manquantes.  

- La sélection des variables. 

- La vérification des hypothèses du modèle comme par exemple la distribution des 

variables ou les relations fonctionnelles entre les variables. 

- La validation du modèle. 

 

Point n°11 : Clarifier le traitement des données du marqueur dans l’analyse ; si besoin, 

décrire les méthodes de détermination des seuils utilisés. 

Deux approches sont essentiellement utilisées et consistent à garder les variables comme 

continues ou de classer les données par catégorie (le plus commun). Cependant, on peut 

observer une variation considérable des seuils définis entre les différentes études ce qui rend 

la comparaison des résultats difficiles.  

 

C- Résultats  

1- Données   

 

Point n°12 : Décrire le flux de patients dans l’étude, incluant le nombre de patients à 

chaque étape de l’analyse et les raisons en cas d’abandon. A la fois dans l’ensemble et 

pour chaque sous-groupe étudié, reporter le nombre de patients et le nombre 

d’événements.  

La qualité des résultats d’une étude pronostique dépend essentiellement de la bonne 

compréhension des patients inclus, des méthodes utilisées, des analyses effectuées et des 
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données disponibles à chaque étape. Généralement, de nombreuses analyses sont réalisées et 

l’interprétation de l’étude peut être biaisée par la sélection des résultats communiqués.   

Au cours des études rétrospectives, le nombre de patients varie souvent en fonction de la 

variable étudiée et du fait de données incomplètes. Cette guideline conseille alors deux 

méthodes pour représenter les aspects clés de l’étude : 

- Un organigramme afin de représenter facilement les changements majeurs observés 

dans la population au cours de l’étude (ex : Représentation schématique 

CONSORT(155) ou STROBE(156)); 

- Un profil d’étude permettant de résumer les analyses effectuées et données utilisées. 

 

McShane et al. (157) ont également développé un profil d’étude en deux parties. La première 

partie comprend des détails sur le marqueur d’intérêt et autres variables disponibles ainsi que 

sur les patients inclus dans l’étude. La deuxième partie permet, quant à elle, de donner un 

aperçu général de toutes les analyses réalisées au cours de l’étude afin de mieux comprendre 

la multiplicité des analyses et évaluer au mieux les résultats. Ces informations sont 

essentielles à la fiabilité statistique de l’analyse.  

 

Point n°13 : Indiquer les distributions des caractéristiques démographiques de base (âge 

et sexe au minimum), les facteurs pronostics standards (spécifiques à chaque maladie) et 

du marqueur tumoral, y compris le nombre de valeurs manquantes.  

Cette sous-partie doit permettre de caractériser le groupe de patients réellement étudié. La 

description détaillée de la distribution du marqueur d’intérêt est également préconisée sous la 

forme d’une table de fréquence, d’un graphique à barres ou en utilisant les paramètres 

statistiques standards par exemple. 

 

2- Analyse et présentation 

 

Point n°14 : Montrer la relation entre le marqueur et les variables pronostics standards 

Un nouveau biomarqueur présente une utilité par rapport aux autres facteurs pronostics s’il 

apporte des informations supplémentaires ou s’il présente d’autres avantages comme une 

réduction du coût ou une utilisation plus simple. Il est important de définir la force et la nature 

de l’association entre le marqueur et les autres variables. Si un biomarqueur présente une 

corrélation très élevée avec les variables associées et n’a pas d’avantages techniques, il sera 

alors peu probable que celui-ci ait une valeur clinique supplémentaire. Pour qu’un marqueur 
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présente une valeur pronostique indépendante des marqueurs actuels, il devra montrer une 

variation (quelle que soit la forme) lorsque les autres sont fixes. Cette information associée à 

la corrélation avec l’évolution clinique, permettra alors de définir la population pouvant tirer 

un bénéfice de l’utilisation du biomarqueur.    

 

Point n°15 : Présenter les analyses univariées montrant la relation entre le marqueur et 

l’évolution clinique, avec l’estimation de l’effet. Fournir préférablement des analyses 

similaires pour les autres variables étudiées. Une courbe de Kaplan-Meier est 

recommandée pour représenter l’effet d’un marqueur sur un événement associé au 

temps d’apparition.  

Dans un premier temps, une représentation de l’association du marqueur avec l’évolution 

clinique, sans prendre en compte les autres variables, doit être présentée afin de définir la 

force de la valeur pronostique. Un test statistique peut accompagner la description de cette 

association. Les intervalles de confiance doivent être présentés afin de définir la précision et 

l’incertitude des estimations. Des analyses similaires devront également être réalisées pour 

l’ensemble des autres variables étudiées afin de confirmer les relations pronostiques 

attendues.  

Concernant les événements dont le temps écoulé jusqu’à l’apparition est important, les 

courbes de Kaplan-Meier sont le plus adaptées avec la représentation d’une courbe pour 

chaque catégorie de patients bien que celles-ci puissent également être influencées par 

d’autres variables pronostics. 

 

Point n°16 : Pour les analyses multivariées clés, reporter les effets estimés avec les 

intervalles de confiance pour le marqueur et, au moins pour le modèle final, toutes les 

autres variables dans le modèle. 

Au cours d’étude de marqueurs pronostics, les caractéristiques biologiques des tumeurs ne 

sont pas complètement contrôlables. Certaines de ces caractéristiques ont un rôle pronostique 

connu, d’autres présentent une valeur pronostique inconnue ou une relation incertaine avec le 

marqueur d’intérêt. Afin de prendre en compte l’ensemble des variables disponibles, 

différents modèles multivariés ont été développés : 

- « Le modèle complet » : ce modèle comprend l’ensemble des variables disponibles 

mais est généralement difficilement interprétable du fait de la quantité de variables. 

- « Le modèle final » : ce modèle est obtenu après une étape de sélection des variables 

et un processus de modélisation afin d’avoir une estimation des effets ajustés plus 
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interprétable. Toutefois, ces effets peuvent être biaisés du fait de ce processus de 

sélection. 

- «  Le modèle standardisé » : ce modèle sera developpé dans le point n°17. 

 

Point n°17 : Parmi les résultats rapportés, fournir les effets estimés avec les intervalles 

de confiance à partir d’une analyse dans laquelle le marqueur et les facteurs pronostics 

standards sont inclus, indépendamment de leur signification statistique. 

Les facteurs pronostics utilisés en routine clinique sont souvent pris en compte pour 

l’inclusion des patients dans l’étude. Il est important d’évaluer si le marqueur étudié conserve 

une association avec le résultat clinique après avoir considéré ces facteurs pronostics 

standards. Cela est réalisé par l’utilisation du « modèle standardisé » comprenant le marqueur 

d’intérêt et les facteurs standards quelle que soit la signification statistique. Cela permet 

notamment d’apprécier si le nouveau marqueur apporte des informations supplémentaires.    

 

18
ème

 point : Si réalisé, donner les résultats d’autres études, telles que la vérification des 

hypothèses, des analyses de sensibilité ou la validation interne. 

La fiabilité des résultats de l’étude repose sur la validité des modèles statistiques utilisés dans 

l’analyse. Un bref résumé des études complémentaires démontrant la robustesse des résultats 

de cette étude est conseillé.  

 

D- Discussion 

 

Point n°19 : Interpréter les résultats dans le contexte des hypothèses préétablies et des 

autres études pertinentes en incluant une discussion sur les limites de l’étude. 

La discussion doit rappeler l’objectif de l’étude, les différentes hypothèses puis présenter un 

résumé des principales découvertes sans omettre les découvertes inattendues. Elle doit 

permettre de vérifier si l’étude a atteint les objectifs établis. 

La discussion doit également contenir les différentes limites dues par exemple à la méthode 

d’analyse ou des incohérences dans les données ainsi qu’une évaluation de l’étude par les 

auteurs afin de déterminer si les résultats sont applicables aux populations non étudiées.    

 

20
ème

 point : Discuter les implications pour les recherches futures et la valeur clinique 

L’évaluation de nouveaux biomarqueurs doit permettre d’apporter de nouveaux outils pour 

améliorer la prise en charge des patients. Une association significative entre un biomarqueur 
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et l’évolution clinique est encourageante. Il reste cependant à définir l’utilité clinique de ce 

marqueur par rapport aux outils déjà disponibles en routine. 

 

III- UTILITÉ CLINIQUE 

 

Bien que la validation clinique permette d’apporter la preuve qu’un biomarqueur présente une 

valeur pronostique, cela n’est pas suffisant pour que ce dernier soit recommandé pour une 

utilisation en routine.  Pour ce faire, il est désormais essentiel de démontrer l’utilité clinique à 

travers la détermination d’un niveau de preuve ou level-of-evidence (LOE). Cela permettra 

par la suite de proposer des recommandations dans le but de mettre en concurrence les 

différents biomarqueurs sur le marché.  

 

A- Diagramme TMUGS : Tumor Marker Utility Grading System(158) 

 

Jusqu’en 1996, peu de lignes directrices étaient disponibles pour déterminer l’utilité clinique 

d’un marqueur tumoral, il était alors difficile de définir l’intérêt d’une utilisation en routine. 

En 1996, Hayes et al. proposèrent le TMUGS afin d’évaluer l’utilité clinique. Cette méthode 

fut validée par la suite par une commission de l’American Society of Clinical Oncology 

(ASCO).  

 

Dans un premier temps, Hayes et al. ont développé une échelle semi-quantitative (Tableau 5) 

permettant d’interpréter les résultats cliniques et biologiques d’un marqueur pour une 

utilisation. Dans cette classification, il est important d’associer la valeur pronostique et la 

valeur prédictive du marqueur. En effet, l’association d’un marqueur à un processus 

biologique, même forte, n’est pas forcément synonyme d’utilité clinique. Si la connaissance 

du résultat ne permet pas de modifier la prise en charge afin d’améliorer l’évolution clinique 

du patient (survie, qualité de vie, survie sans récidive…) alors une utilisation en routine sera 

compromise. 

 

Initialement, le TMUGS a été conçu pour développer des lignes directrices pratiques, cela a 

conduit au développement du diagramme TMUGS (Figure 51) qui permet d’affecter un 

niveau d’utilité à un facteur biologique. Un facteur biologique ne pourra être considéré 

comme pronostic ou prédictif uniquement si son évaluation arrive en phase 4 du diagramme 

TMUGS.  



120 
 

Tableau 5 : Echelle de score d’utilité clinique des marqueurs tumoraux 

Score Description 

0 Le marqueur a été adéquatement évalué pour une utilisation spécifique et les 

données ne démontrent aucune utilité clinique. Le marqueur ne doit alors pas être 

recommandé pour cette utilisation 

NA Les données ne sont pas disponibles pour cette utilisation  

+/- Les données suggèrent une possible corrélation avec les paramètres biologiques 

ainsi qu’une possible contribution à une évolution clinique favorable mais d’autres 

études sont nécessaires. Ainsi le marqueur est toujours considéré comme 

expérimental et ne doit pas être utilisé pour la pratique clinique standard. 

+ Des données suffisantes sont disponibles pour démontrer une corrélation avec les 

paramètres biologiques et une influence favorable sur l’évolution clinique. 

Cependant le marqueur est toujours considéré comme expérimental et ne devrait 

pas être utilisé en pratique clinique standard pour l’une des trois raisons suivantes : 

- Le nouveau marqueur est fortement corrélé à un autre marqueur dont 

l’utilité clinique a déjà été démontrée mais ne fournit pas d’avantages 

supplémentaires  

- Le nouveau  marqueur fournit des informations indépendantes mais dont 

l’utilité clinique n’a pas été démontrée  

- Les données préliminaires sont encourageantes mais le niveau de preuve 

(définit ci-après) fait défaut pour documenter l’utilité clinique  

++ Le marqueur fournit des informations non disponibles par d’autres mesures et sont 

utiles au clinicien pour la prise de décision mais il ne peut pas être utilisé comme 

seul critère pour cette prise de décision. Ainsi, le marqueur présente une utilité 

clinique et peut être utilisé dans la pratique standard.  

+++ Le marqueur peut être utilisé comme seul critère pour la prise de décision dans 

l’utilisation étudiée. Le marqueur a une utilité clinique et devrait être utilisé dans la 

pratique standard.  
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Figure 51 : Diagramme TMUGS (grille de Hayes)(157) 

 
B- Grille de HAYES mise à jour par Simon en 2009 

 

En 1998, les niveaux d’utilité définis par le diagramme TMUGS ont été complétés par la 

création de trois niveaux de preuve ou LOE (level of evidence) (grille de Hayes)(159) : 

- LOE I : niveau de preuve élevé  

- LOE II : niveau de preuve intermédiaire  

- LOE III : niveau de preuve faible  

Cette extension permet alors une classification des marqueurs tumoraux par niveau d’utilité et 

par niveau de preuve (figure 51). 

 

En 2009, la grille de Hayes fut mise à jour par Simon(160) (Tableau 6). Cette mise à jour a 

permis de compléter la définition des types d’études. Notamment, elle a attribué un nouveau 
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niveau de preuve LOE IB pour définir les études rétrospectives d’un biomarqueur s’appuyant 

sur des échantillons archivés qui avaient été collectés prospectivement dans le cadre d’un 

essai randomisé non dédié à l’étude de ce marqueur.  

 
Tableau 6 : Grille de Simon(159) 

Niveau de 

preuve 

Description des études Etudes de validation disponibles 

LOE IA Prospectives Non nécessaires 

LOE IB Prospectives-Rétrospectives utilisant 

des échantillons archivés 

prospectivement dans le cadre d’un 

essai clinique 

Une étude ou plus avec des résultats 

concordants. Echantillons provenant 

d’essais cliniques différents. 

LOE IIB Prospectives-Rétrospectives utilisant 

des échantillons archivés 

prospectivement dans le cadre d’un 

essai clinique 

Aucune étude ou plusieurs études 

avec des résultats non concordants. 

LOE IIC Prospectives-observationnelles Deux études ou plus avec des 

résultats concordants 

LOE IIIC Prospectives-observationnelles Aucune étude ou une étude avec des 

résultats concordants ou non 

LOE IV-VD Rétrospectives-observationnelles Non applicable 

 

Un ensemble de 7 critères est alors défini pour l’attribution d’un niveau LOE IB (161): 

- Les résultats doivent être confirmés dans le cadre d’au moins une autre étude similaire 

à la précédente et dont les échantillons proviennent d’un essai différent ; 

- Les échantillons disponibles doivent être en quantité suffisante permettant d’assurer la 

représentativité de la population de l’essai et donc une puissance acceptable de l’étude 

ou que les patients soient sélectionnés de manière à éviter les biais de sélection par 

exemple par randomisation ; 

- Les données pré-analytiques doivent être parfaitement contrôlées et doivent 

correspondre à la pratique actuelle (procédures opératoires standards) : 

o Le test doit être validé en analytique et en pré-analytique pour son utilisation 

sur des échantillons archivés, 
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o La technique analytique du marqueur doit être précise, reproductible et 

robuste ; 

- La conception de l’étude doit être complètement définie et écrite avant la conduite des 

essais sur des tissus archivés et doit être dédiée à l’évaluation d’un seul marqueur bien 

défini ; 

- La conception et l’analyse de l’étude doivent être adéquates et appropriées à l’étude de 

l’utilité du marqueur pour une utilisation clinique précise ; 

- Si les patients ont reçu un traitement adjuvant, ce dernier doit être considéré dans 

l’analyse multivariée ; 

- Les données cliniques (critère de jugement et traitement) doivent être en aveugle : le 

test doit être conduit sans communication des données cliniques. 

 

Différents niveaux de preuve ont donc pu être attribués aux biomarqueurs à visée pronostique 

dans le cancer du sein. Par exemple, uPA/PAI-1 font parti des biomarqueurs pronostiques 

actuellement disponibles les mieux validés grâce à la réalisation de deux études indépendantes 

de LOE I. De plus, ce biomarqueur présente un niveau de preuve intermédiaire concernant sa 

valeur prédictive (LOE II)(162). La détermination de la prolifération cellulaire par 

l’évaluation du Ki-67 présente, quant à elle, une LOE de niveau IB suite à la révision par 

Simon(160). Une standardisation des techniques et méthodes pour déterminer le score reste 

indispensable, notamment pour les taux intermédiaires, afin de mettre en place une utilisation 

du Ki-67 en pratique clinique quotidienne(163). Parmi les biomarqueurs émergents, on peut 

noter la signature Mammaprint® qui a été validée avec un niveau de preuve clinique 1A en 

2016 suite à un essai prospectif international de 6000 patientes (microarray for node negative 

and 1 to 3 positive node disease may avoid chemotherapy trial [MINDACT]) présentant des 

tumeurs du sein sans envahissement ganglionnaire ou avec un envahissement de 1 à 3 

ganglions(164,165). 
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Commercialisation : cas d’un dispositif médical de 
diagnostic in vitro (DMDIV) 

La création de la directive 98/79/CE relative aux DMDIV en 1998, a permis une 

harmonisation des législations nationales relatives à la fiabilité des dispositifs médicaux in 

vitro. Cette directive a été créée dans le but de garantir un niveau élevé de protection de la 

santé et de la sécurité des patients, des utilisateurs et des tiers mais également afin de garantir 

la capacité des dispositifs à atteindre les performances escomptées. 

Cependant, en Mai 2017 est entré en vigueur le règlement (UE) 2017/746 sur les DMDIV afin 

de définir un cadre réglementaire qui garantisse un niveau élevé de sécurité et de protection de 

la santé tout en favorisant l’innovation. Ce réglement abroge la directive 98/79/CE et la 

décision 2010/227/UE de la Commission relative à la banque de données européenne sur les 

dispositifs médicaux. Bien que ce nouveau règlement ne soit d’application obligatoire qu’à 

partir de 2022, nous nous baserons tout de même sur ce dernier afin d’aborder certains points 

clés de la mise sur le marché des biomarqueurs car bien qu’une période de transition soit 

prévue, certaines parties du règlement devraient être appliquées dès que possible. De ce fait, 

un dispositif ne pourra être mis sur le marché ou mis en service que s’il est conforme aux 

exigences de ce règlement.  

 
I- DÉFINITION ET CLASSIFICATION DES DMDIV  

 
Selon le règlement (UE) 2017/746, on entend par « dispositif médical de diagnostic in vitro » 

tout dispositif médical qui consiste en un réactif, un produit réactif, un matériau d’étalonnage, 

un matériau de contrôle, une trousse, un instrument, un appareil, un équipement, un logiciel 

ou un système, utilisé seul ou en association, destiné par le fabricant à être utilisé in vitro dans 

l’examen d’échantillons provenant du corps humain, y compris les dons de sang et de tissus, 

uniquement ou principalement dans le but de fournir des informations sur un ou plusieurs des 

éléments suivants : 

- Concernant un processus ou un état physiologique ou pathologique ; 

- Concernant des déficiences congénitales physiques ou mentales ; 

- Concernant la prédisposition à une affection ou à une maladie ; 

- Permettant de déterminer si un traitement donné est sûr pour des receveurs potentiels 

et compatible avec eux ; 

- Permettant de prévoir la réponse ou les réactions à un traitement ; 
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- Permettant de définir ou de contrôler des mesures thérapeutiques. 

Les récipients pour échantillons sont également considérés être des DMDIV.  

 

Les DMDIV sont répartis en 4 classes, définies dans le Tableau 7, en fonction de leur 

destination et des risques qui leur sont inhérents conformément à l’annexe VIII du règlement 

(UE)2017/746. 

 

Tableau 7 : Classification des DMDIV selon le GHTF(166) 

Classe Niveau de risque Exemples 

A Risque pour l’individu bas et risque 

pour la santé publique bas 

Solutions tampons, colorants 

histologiques, récipients pour 

échantillons (urines,…) 

B Risque pour l’individu modéré et/ou 

risque pour la santé publique bas 

Tests de grossesse, Bandelettes 

urinaires, dispositifs destinés à la 

détermination du taux de cholestérol 

C Risque pour l’individu élevé et/ou 

risque pour la santé publique modéré 

Lecteurs de glycémie, typage HLA, 

Rubéole  

D Risque pour l’individu élevé et risque 

pour la santé publique élevé 

Détection du VIH, détermination du 

système ABO 

 

Selon les règles de classification définies dans l’annexe VIII du règlement (UE)2017/746, les 

dispositifs destinés à être utilisés comme des diagnostics compagnons ou pour évaluer le stade 

de la maladie, lorsqu’un résultat erroné risque de conduire à une décision de prise en charge 

du patient qui mettrait en danger sa vie ou dans le dépistage, le diagnostic et la détermination 

du stade du cancer relèvent de la classe C et seront donc soumis à des obligations 

particulières.  
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II- OBLIGATIONS GÉNÉRALES DES FABRICANTS – (UE)2017/746 ARTICLE 

10  

 

Au cours du processus de mise sur le marché, les fabricants sont soumis à de nombreuses 

obligations. Entre autre,   

- Les fabricants se doivent d’établir, documenter, mettre en œuvre et maintenir un 

système de gestion des risques ; 

- Les fabricants doivent réaliser une évaluation des performances des dispositifs et dans 

le cas des biomarqueurs, comme cela a été décrit dans la partie Validation de ce 

Chapitre ; 

- Les fabricants doivent élaborer et tenir à jour la documentation technique relative à ces 

dispositifs afin de permettre une évaluation de la conformité avec les exigences du 

règlement ; 

- La conformité avec les exigences applicables des performances analytiques des 

biomarqueurs doit être évaluée, le cas échéant, les fabricants doivent établir une 

déclaration de conformité UE et apposer le marquage de conformité CE avant la mise 

sur le marché si les exigences du règlement ont été respéctées; 

- Les fabricants doivent veiller à ce que des procédures existent afin de maintenir la 

production en série conforme aux exigences du règlement et doivent établir, 

documenter, appliquer, maintenir, mettre à jour et améliorer en permanence un 

système de gestion de la qualité afin d’assurer le maintien des performances 

analytiques des biomarqueurs ; 

- Les fabricants doivent appliquer et mettre à jour un système de surveillance après 

commercialisation et disposer d’un système d’enregistrement et de notification des 

incidents graves et des mesures correctives de sécurité. 

 

La confirmation de la conformité aux exigences générales en matière de sécurité et de 

performance sont fondées sur la validité scientifique et des données relatives aux 

performances cliniques et analytiques apportant une preuve clinique suffisante. Au cours de 

ces études de performance, tout événement indésirable déterminant pour l’évaluation de 

résultats, événements indésirables grave ainsi que toute défectuosité des dispositifs pouvant 

déboucher sur un événement indésirable grave devra faire l’objet d’un enregistrement et d’une 

notification.  
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III- SURVEILLANCE APRÈS COMMERCIALISATION - (UE)2017/746 

CHAPITRE VII 

 

Les fabricants de DMDIV se doivent d’avoir un système de surveillance après 

commercialisation. Ce dernier permet de « collecter, d’enregistrer et d’analyser, d’une 

manière active et systématique, les données pertinentes sur la qualité, les performances et la 

sécurité du dispositif pendant toute sa durée de vie, de tirer les conclusions qui s’imposent et 

de définir et d’appliquer toute mesure préventive ou corrective et d’en assurer le suivi ». Cela 

doit permettre : 

- D’actualiser la détermination du rapport bénéfice/risque et améliorer la gestion des 

risques ; 

- D’actualiser les informations sur la conception et la fabrication, la notice d’utilisation 

et l’étiquetage ; 

- D’actualiser l’évaluation des performances ; 

- D’actualiser le résumé des caractéristiques de sécurité et des performances ; 

- De faire apparaitre les besoins en matière de mesures préventives, de mesures 

correctives ou de mesures correctives de sécurité ; 

- De répertorier les possibilités d’amélioration de la facilité d’utilisation, des 

performances et de la sécurité du dispositif ; 

- Le cas échéant, de contribuer à la surveillance d’autres dispositifs. 

 

Toute notification d’un incident grave, devra faire l’objet d’une enquête par le fabricant, de 

façon conjointe avec les autorités compétentes, afin d’évaluer les risques résultant de 

l’incident et des mesures correctives de sécurité à prendre. Dans le cas d’un dispositif 

présentant un risque inecceptable pour la santé et la sécurité, les autorités compétentes 

devront exiger aux fabricants de prendre les mesures correctives appropriées et 

proportionnées à la nature du risque comme restreindre la mise à disposition du dispositif sur 

le marché, l’assortir d’exigences particulières, retirer le dispositif du marché ou le rappeler. 

Concernant les autres non-conformités, les autorités compétentes exigeront d’y mettre un 

terme dans un délai raisonnable défini au préalable. Dans le cas où cela n’est pas réalisé, elles 

pourront alors restreindre ou interdire la mise à disposition du dispositif sur le marché. 
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Enfin, concernant les dispositifs de classe C, à laquelle appartiennent les biomarqueurs, les 

fabricants devront établir un rapport périodique actualisé de sécurité (PSUR) permettant de 

faire la synthèse des résultats et des conclusions de l’analyse des données de surveillance. Ce 

dernier comprend : 

- Les conclusions de la détermination du rapport bénéfice/risque ; 

- Les principales constatations du SPAC (Suivi des Performances Après 

Commercialisation) qui consiste en un processus continu de mise à jour de 

l’évaluation des performances. Dans le cadre du SPAC, le fabricant collecte et évalue 

de manière proactive des données relatives aux performances et des données 

scientifiques pertinentes résultant de l’utilisation du dispositif.  

- Et, le volume des ventes du dispositif et une estimation de la taille et d’autres 

caractéristiques de la population utilisant le dispositif et, si possible, la fréquence 

d’utilisation du dispositif. 
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Conclusion Générale 
 
 

Actuellement, des patientes atteintes de cancer du sein sont en échec thérapeutique pour cause 

de résistances ou d’indisponibilité de thérapeutiques efficaces. Ces échecs thérapeutiques, 

également retrouvés dans de nombreux autres types de cancer, ont induit une orientation de la 

prise en charge vers l’utilisation de la médecine personnalisée et de précision. L’avènement 

de la médecine personnalisée a, entre autre, été permis grâce aux biomarqueurs disponibles à 

chaque étape du cycle de vie du médicament. Dans le cadre du cancer du sein, nous avons vu 

que seulement 5 biomarqueurs pronostiques sont à ce jour utilisés en routine clinique mais 

tous, à l’exception de uPA/PAI-1, présentent également un rôle prédictif de la réponse 

thérapeutique. Ces derniers vont alors permettre d’améliorer la prise en charge en prenant en 

compte le risque de récidive et le statut du biomarqueur. Cependant, environ 90% des 

biomarqueurs développés, toutes catégories confondues,  ne sont utilisés qu’au cours de la 

phase de R&D et n’atteignent jamais le marché car un certain nombre de facteurs limite 

encore leur utilisation. Ces facteurs sont d’ordre scientifique et réglementaire notamment liés 

à la complexité du processus de validation à la fois analytique et clinique, aux conditions 

d’accès au marché puisque les biomarqueurs ne dépendent pas d’une réglementation qui leur 

est propre mais également liés aux conditions d’accès aux soins, à des questions économiques 

(coûts de développement, remboursement), éthiques, …  Les biomarqueurs représentent donc 

un challenge majeur à la fois biologique, technique et clinique dans la politique de santé dont 

les enjeux sont d’améliorer la prise en charge des patients en cancérologie via la 

détermination du rapport bénéfice/risque. Toutefois, nous avons pu observer que les progrès 

de la biologie moléculaire, de la génétique et l’avénement des sciences « omics » ont permis 

l’émergence de nouveaux biomarqueurs actuellement en cours de validation et très 

prometteurs sur le plan pronostique ainsi que de nombreuses nouvelles voies de recherche. La 

découverte de biomarqueurs va à présent nécessiter l’association de disciplines et 

technologies multiples ainsi que des outils sophistiqués de traitement de l’information. Il est 

donc indéniable que les biomarqueurs auront un rôle essentiel dans la médecine personnalisée 

du cancer, qui constitue une des voies les plus prometteuses en cancérologie. 
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 Annexe I 
 

Classification TNM du cancer du sein, 7e édition2010, et stade UICC 

Le système TNM distingue le stade clinique pré-thérapeutiquenoté "cTNM" et le stade 
anatomopathologique postchirurgicalnoté "pTNM" 
 

Tumeur Primaire T 

Tx: la tumeur primitive ne peut pas être évaluée 
T0 : la tumeur primitive n’est pas palpable 

 Tis : carcinome in situ 

 Tis (DCIS) : carcinome canalaire in situ 

 Tis (CLIS) : carcinome lobulaire in situ 

 Tis (Paget) : maladie de Paget du mamelon sanstumeur sous-jacente 

 NB : la maladie de Paget associée à une tumeur estclassée en fonction de la taille de la 
tumeur 

T1 : tumeur ≤ 2 cm dans sa plus grande dimension 
T1mic : micro-invasion ≤ 1 mm dans sa plus grande dimension 

 T1a : 1 mm < tumeur ≤ 5 mm dans sa plus grande dimension 
 T1b : 5 mm < tumeur ≤ 1 cm dans sa plus grande dimension 
 T1c : 1 cm < tumeur ≤ 2 cm dans sa plus grandedimension 

T2 : 2 cm < tumeur ≤ 5 cm dans sa plus grande dimension 
T3 : tumeur > 5 cm dans sa plus grande dimension 
T4 : tumeur, quelle que soit sa taille, avec une extensiondirecte soit à la paroi thoracique (a), 
soit à la peau (b) 

 T4a : extension à la paroi thoracique en excluant lemuscle pectoral 
 T4b : oedème (y compris peau d’orange) ouulcération de la peau du sein, ou nodules 

deperméation situés sur la peau du même sein 
 T4c : T4a + T4b 
 T4d : cancer inflammatoire 

 
Ganglions lymphatiques régionaux pN 

Nx: l’envahissement des ganglions lymphatiques régionaux nepeut pas être évalué (par 
exemple déjà enlevéschirurgicalement ou non disponibles pour l’analyseanatomopathologique 
du fait de l’absence d’évidement) 
N0 : absence d’envahissement ganglionnaire régionalhistologique et absence d’examen 
complémentaire à larecherche de cellules tumorales isolées 

 N0(i-) : absence d’envahissement ganglionnairerégional histologique, étude 
immunohistochimiquenégative (IHC) 

 N0(i+) : absence d’envahissement ganglionnairerégional histologique, IHC positive, 
avec des amascellulaires ≤ 0,2 mm (considéré comme sansmétastase ganglionnaire) 

 N0(mol-) : absence d’envahissement ganglionnairerégional histologique, biologie 
moléculaire négative(RT-PCR) 

 N0(mol+) : absence d’envahissement ganglionnairerégional histologique, biologie 
moléculaire positive (RT-PCR) 

N1mi : micrométastases> 0,2 mm et  2 mm 
N1 : envahissement de 1 à 3 ganglions axillaires ou/etenvahissement des ganglions de la CMI 
détecté sur ganglionsentinelle sans signe clinique 
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 N1a : envahissement de 1 à 3 ganglions axillaires 
 N1b : envahissement des ganglions de la CMIdétecté sur ganglion sentinelle sans 

signe clinique 
 N1c : envahissement de 1 à 3 ganglions axillaires etenvahissement des ganglions de la 

CMI détecté surganglion sentinelle sans signe clinique (pN1a +pN1b) 
N2 : envahissement de 4 à 9 ganglions axillaires ouenvahissement des ganglions mammaires 
interneshomolatéraux suspects, en l’absence d’envahissementganglionnaire axillaire 

 N2a : envahissement de 4 à 9 ganglions axillairesavec au moins un amas cellulaire > 2 
mm 

 N2b : envahissement des ganglions mammairesinternes homolatéraux suspects, en 
l’absenced’envahissement ganglionnaire axillaire 

N3 : envahissement d’au moins 10 ganglions axillaires ouenvahissement des ganglions sous-
claviculaires (niveau IIIaxillaire) ou envahissement des ganglions mammaires 
interneshomolatéraux suspects avec envahissement ganglionnaireaxillaire ou envahissement 
de plus de 3 ganglions axillaires etenvahissement des ganglions de la CMI détecté sur 
ganglionsentinelle sans signe clinique ou envahissement des ganglionssus-claviculaires 
homolatéraux 

 N3a : envahissement d’au moins 10 ganglionsaxillaires (avec au moins un amas 
cellulaire > 2 mm)ou envahissement des ganglions sous-claviculaires 

 N3b : envahissement des ganglions mammairesinternes homolatéraux suspects 
avecenvahissement ganglionnaire axillaire ouenvahissement de plus de 3 ganglions 
axillaires etenvahissement des ganglions de la CMI détecté surganglion sentinelle sans 
signe clinique 

 N3c : envahissement des ganglions sus-claviculaireshomolatéraux 
 

Métastases à distance (M) 

Mx : renseignements insuffisants pour classer lesmétastases à distance 
M0 : absence de métastases à distance 
M1 : présence de métastase(s) à distance 
 

Classification par stade UICC 

 

0 Tis N0 M0 

I T1 N0 M0 

IIA T0 N1 M0 ; T1 N1 M0 ; T2 N0 M0 ; 
IIB T2 N1 M0 ; T3 N0 M0 

IIIA T0 N2 M0 ; T1 N2 M0 ; T2 N2 M0 ;T3 N1 M0 ; T3N2 M0 
IIIB T4 N0 M0 ; T4 N1 M0 ; T4 N2 M0 

IIIC Tous T N3 M0 

IV Tous T Tous N M1 

 

 

 

 

 

 

 



143 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 




