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AVANT-PROPOS 

 Le cancer du sein est le premier cancer en termes d’incidence et de mortalité chez 

la femme dans le monde entier. Le sous-type HER2-positif, caractérisé par une 

amplification du gène Human Epidermal Growth Factor Receptor-2 (HER2), représente 

environ 15% des cancers du sein et se caractérise par un mauvais pronostic et des 

traitements spécifiques ciblant la protéine HER2. L’étude génétique des cancers du sein 

HER2+ a permis de mettre en évidence des altérations supplémentaires puisque 

plusieurs gènes voisins du gène HER2 au niveau du locus 17q12 sont co-amplifiés et 

co-surexprimés. Le laboratoire dans lequel j’ai réalisé ma thèse a identifié plusieurs de 

ces gènes, notamment le gène StAR-related lipid transfer Domain protein 3 (STARD3), 

et a proposé que les gènes co-amplifiés et co-exprimés avec HER2 puissent contribuer 

à la biologie des cancers HER2+. STARD3 est une protéine impliquée dans la 

régulation intracellulaire du cholestérol, et les données de la littérature suggèrent que 

STARD3 joue un rôle unique dans la biologie des cellules cancéreuses HER2+ et 

pourrait être une cible thérapeutique ainsi qu’un biomarqueur prédictif. Cependant, 

l'implication de STARD3 dans le cancer du sein HER2+ n'a pas encore été pleinement 

caractérisée, notamment sur le plan clinique. Par conséquent, la première partie de 

cette thèse concerne des rappels bibliographiques sur l’état actuel des connaissances 

du cancer du sein en général, des spécificités du cancer du sein HER2+, du traitement 

systémique néoadjuvant puis de STARD3. Dans ce contexte, j’ai participé à la 

publication en 2019 d’une revue synthétisant les connaissances concernant STARD3 

(1).  
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 Dans la deuxième partie, nous examinons l'impact clinique de l'expression de 

STARD3 dans le cancer du sein HER2-positif chez la femme. Les résultats débutent 

par une étude de corrélation entre l'amplification et l'expression de HER2 et STARD3 

fondée sur l’analyse de bases de données publiques. De plus, nous avons mené une 

analyse fonctionnelle in vitro mettant en évidence la dépendance des cellules 

cancéreuses HER2+ à STARD3, ainsi que la mise au point de la quantification 

immunohistochimique de STARD3 dans le cancer du sein HER2-positif. Ensuite, nous 

avons mené une étude de cohorte pour étudier la valeur prédictive de STARD3 sur la 

réponse histologique complète, la valeur pronostique de STARD3, ainsi que la valeur 

diagnostique de STARD3 dans les cas HER2 score 2+. Enfin, nous avons examiné 

l'impact du traitement systémique néoadjuvant sur l'expression de STARD3. Une 

partie de ces résultats a été publiée en 2023 (2).  

 En troisième partie, le manuscrit se termine par une discussion et perspectives, 

portant sur l'utilisation de STARD3 pour la prédiction de la réponse au traitement 

néoadjuvant dans le cancer du sein HER2+, de ses possibles implications dans le choix 

thérapeutique, de l'utilisation de STARD3 dans le diagnostic et en tant que cible 

thérapeutique. 

 Cette thèse apporte des éléments importants à la compréhension de l'implication 

de STARD3 dans le cancer du sein HER2+ et suggère que STARD3 pourrait être 

utilisé comme biomarqueur prédictif et pronostique pour guider les choix 

thérapeutiques dans cette pathologie complexe et hétérogène.  
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1. GENERALITES 

1.1. Le cancer du sein 

1.1.1. Épidémiologie 

 Le cancer du sein est le premier cancer chez la femme dans le monde en termes 

d’incidence et de mortalité. D’après le Global Cancer Observatory, programme de 

l’International Agency for Research on Cancer (division de l’Organisation Mondiale de 

la Santé [OMS]), en 2020 le nombre de nouveaux cas de cancer du sein diagnostiqués 

était estimé à plus de 2,2 millions dans le monde, soit 24,5% de l’ensemble des nouveaux 

cas de cancer chez la femme (3). De plus, il était responsable d’environ 685 000 décès 

annuels, soit 15,5% des décès imputables aux cancers chez la femme (3). La prévalence 

à 5 ans du cancer du sein était de 7,79 millions dans le monde (30,3% chez la femme) 

(3). Le risque cumulé de développer un cancer du sein chez la femme (de la naissance 

jusqu’à 74 ans) est de 5,2% dans le monde, et en France ce taux est estimé de 10,6% 

(Figure 1).  
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Figure 1. Risque cumulé de développer et de décéder un cancer chez la femme 
(0 à 74 ans) dans le monde et en France en 2020. Source : Globocan (gco.iarc.fr) 
 

 En France, le cancer du sein représentait 58 500 nouveaux cas en 2018, et était 

responsable de 12 100 décès (4). En 2017, la prévalence à 5 ans était estimée à 913 000 

personnes (4). Les données épidémiologiques montrent que le nombre de nouveaux cas 

est en augmentation, avec +0,6% par an entre 2010 et 2018. Inversement, la mortalité 

est en diminution (-1,6% par an) sur la même période (4). L’âge médian au diagnostic 

et au décès en 2018 sont respectivement de 63 et 74 ans (4).  

 Le cancer du sein est donc un enjeu de santé public majeur au niveau mondial. 

Dans les pays à haut index de développement, l’incidence est plus importante du fait 

de différents facteurs, notamment du fait que la population soit plus âgée, mais 

également à cause de la prévalence plus importante de certains facteurs de risque tels 

que l’obésité, le régime alimentaire ou le mode de vie ainsi que ceux liés à la vie 

reproductive (5).  
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 De plus, d’après les estimations l’incidence et la mortalité vont augmenter dans 

les prochaines décennies. En effet, selon le Global Cancer Observatory, en 2040 

l’incidence du cancer du sein dans le monde sera de plus de 3,1 millions de nouveaux 

cas par an (+40,8%), et serait responsable de plus d’un million de décès par an 

(+51,9%) (6). Ces estimations sont similaires en France (+20,2% et +32,5%, 

respectivement) (6).  

 

1.1.2. Les facteurs de risque 

 Le cancer du sein est une maladie multifactorielle. La majorité des cancers du 

sein sont observée chez la femme, avec moins de 1% d’entre eux diagnostiqué chez 

l’homme (4). Le risque de cancer du sein augmente avec l’âge, avec un risque maximal 

entre 50 et 69 ans (4). Plusieurs familles de facteurs de risque existent : génétiques, 

hormonaux, liés au mode de vie et à l’environnement, et « histologiques ».  

 Sur le plan génétique, on estime communément qu’environ 5 à 10 % des cancers 

du sein sont associés à une prédisposition héréditaire avérée (7). En France, en 2019, 

le taux moyen de détection d’une altération génétique délétère chez un cas index dans 

un contexte de suspicion de syndrome seins-ovaires était de 8,0 % (8). En cas de 

suspicion d’une origine héréditaire, un panel de 13 gènes, dénommé panel HBOC 

(Hereditary Breast and Ovarian Cancer) est actuellement recommandé depuis 2018 par 

le Groupe Génétique et Cancer. Les 13 gènes sont les suivants : BRCA1, BRCA2, 

PALB2, TP53, CDH1, PTEN, RAD51C, RAD51D, MLH1, MSH2, MSH6, PMS2, 

EPCAM (9). La présence d’au moins un variant délétère d’un des gènes de 
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prédisposition au cancer du sein permet de définir le très haut niveau de risque de 

cancer du sein chez une femme, indemne de cancer ou non. Cette stratification du 

risque a des implications thérapeutiques et de suivi, notamment pour la réalisation 

d’une chirurgie de réduction de risque et la surveillance mammaire (10). 

 Par ailleurs, l’exposition à des taux circulants plus important d'hormones 

stéroïdes sexuelles endogènes telles que l'estradiol a été associée à un risque accru de 

cancer du sein. Ainsi la ménarche précoce, la ménopause tardive, les traitements 

hormonaux prolongés, la nulliparité ou les grossesses tardives sont des facteurs de 

risques du cancer sein (11). L’allaitement maternel, du fait de la suppression ovulatoire, 

réduit le risque de cancer du sein chez la femme de manière modeste (12). Plus 

récemment, d’autres hormones comme l’insuline et les hormones thyroïdiennes ont été 

mises en cause dans la survenue du cancer du sein. Ainsi, les femmes présentant une 

hyperthyroïdie ou un diabète de type 2 peuvent faire l’objet d’une surveillance 

mammaire plus attentive (13, 14).  

 Ensuite, il existe également des facteurs de risque liés au mode de vie. L’obésité 

après la ménopause, la sédentarité, la consommation d’alcool, la carence en soleil (par 

le biais de la carence en vitamine D) ou bien encore la carence en sommeil (par le biais 

de la mélatonine) majorent le risque carcinologique mammaire (15). L’exposition aux 

rayonnements ionisants, notamment la radiothérapie thoracique avant 30 ans constitue 

un facteur de risque de cancer du sein (16). De plus, de nombreux arguments 

épidémiologiques et biologiques permettent de suspecter le rôle de l’environnement avec 

notamment les perturbateurs endocriniens et les métaux sur la carcinogénèse 
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mammaire (5, 17, 18, 19). 

 Enfin, des facteurs de risque dits histologiques ont également été décrits. Outre 

l’antécédent personnel de cancer du sein, in situ ou infiltrant, connu pour augmenter 

le risque de développer un cancer du sein ultérieur, la présence de lésions frontières 

histologiques est également associée à un surrisque. Les lésions frontières du sein 

constituent un groupe hétérogène de lésions épithéliales mammaires bénignes, à risque 

de cancérisation, comportant d’une part les carcinomes lobulaires in situ (CLIS) et les 

hyperplasies lobulaires atypiques, et d’autre part les lésions canalaires avec atypies 

telles que la métaplasie cylindrique atypique et l’hyperplasie canalaire atypique (20). 

Ces lésions frontières traduisent un risque relatif de cancer du sein de 3 à 10 fois 

supérieur en comparaison à une absence de ces lésions (21, 22). En effet, il est estimé 

que les femmes avec une lésion atypique ont un risque relatif multiplié par 4-5 de 

développer un cancer du sein invasif ou in situ (22, 23), alors que ce risque est de 3 à 

10 fois supérieur en cas de CLIS (24). En cas de lésions atypiques, ce risque est 

d’environ 30% [IC95% 23,7%-37,0%] à 25 ans (22, 25), alors que celles ayant un CLIS 

ont un risque estimé à 1-2%/an (26, 27) de développer un cancer du sein, avec un 

risque cumulé à 10% [IC95% 8%-12%] à 5 ans (26). Cette majoration de risque justifie 

le suivi régulier et prolongé chez ces femmes, et parfois même une chirurgie de réduction 

de risque selon certains critères (28). On note également que la densité mammaire a 

été décrite comme un facteur de risque du cancer du sein. Les femmes ayant une densité 

mammographique plus importante ont 4 fois plus de risque de développer un cancer 

du sein (11). En revanche, l’augmentation de la densité mammaire au cours du temps 
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chez une femme ne constitue pas en tant que tel un facteur de risque démontré (28). 

 

1.1.3. Histoire naturelle 

 Le sein, du latin sinus (courbure, sinuosité, pli), est un organe pair contenant la 

glande mammaire et sa fonction principale est la sécrétion de lait.  La glande 

mammaire se développe et fonctionne sous l’influence des hormones sexuelles, 

notamment les estrogènes et la progestérone. Les estrogènes sont impliqués dans le 

développement pubertaire et dans les modifications liées à la grossesse. La progestérone 

qui joue un rôle dans la différentiation des cellules épithéliales mammaires.  

 

1.1.3.1. Anatomie macroscopique du sein 

 Le sein de l'adulte se situe entre la deuxième et la sixième côte dans l'axe vertical 

et entre le bord sternal et la ligne médio-axillaire dans l'axe horizontal. Le tissu 

mammaire se projette également dans l'aisselle sous la forme du prolongement axillaire 

(Figure 2B).  
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Figure 2. Anatomie macroscopique et microscopique du sein. D'après P. Kamina 
(29) 
Légende : A. Drainage lymphatique ; B. Rapports du sein ; C. Vascularisation du sein ; 
D. Alvéole mammaire 
 

 Le sein comprend trois structures principales : la peau, le tissu sous-cutané et le 

tissu mammaire, qui est composé d'éléments épithéliaux et stromaux. Les éléments 

épithéliaux sont des canaux ramifiés qui relient les unités structurelles et fonctionnelles 

du sein (les lobules) au mamelon. Le stroma, qui représente la majorité du volume du 
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sein en l'absence de lactation, est composé de tissu adipeux et de tissu conjonctif 

fibreux. La peau du sein est fine et contient des follicules pileux, des glandes sébacées 

et des glandes sudoripares exocrines. Le mamelon et l'aréole ont des structures 

distinctes et spécialisées qui permettent de les identifier facilement à partir de leur 

aspect histologique. Le mamelon possède d'abondantes terminaisons nerveuses 

sensorielles et des glandes sébacées et apocrines, mais pas de follicules pileux. Le stroma 

est constitué de collagène dense enrichi en tissu musculaire lisse, responsables du 

thélotisme ou érection du mamelon. L'aréole est plus ou moins circulaire et pigmentée, 

mesurant de 15 à 60 mm de diamètre. Les tubercules (ou glandes) de Montgomery, 

situés à la périphérie de l'aréole, sont des élévations formées par les orifices des glandes 

sébacées. 

 Les canaux provenant du parenchyme mammaire convergent au niveau du 

mamelon et se dilatent pour former le sinus lactifère qui communique avec la surface 

du mamelon.  

 Le fascia pectoral superficiel enveloppe le sein et est en continuité avec le fascia 

abdominal superficiel. La face inférieure du sein repose sur le fascia pectoral profond, 

recouvrant le grand pectoral et le muscle grand dentelé (ou dentelé antérieur). Ces 

deux couches aponévrotiques sont reliées par des bandes fibreuses (les ligaments de 

Cooper) qui représentent un moyen de soutien naturel pour le sein.  

 La vascularisation du sein (Figure 2C) provient principalement de l'artère 

mammaire interne, qui comprend des branches latérales qui traversent les espaces 

intercostaux. Environ un tiers de l'apport sanguin (principalement dans le quadrant 
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supérieur externe) est assuré par l’artère thoracique latérale. Dans une moindre mesure, 

des branches de l’artère sous-clavière vascularisent la partie supérieure de la glande.  

 Le drainage lymphatique du sein se fait par les vaisseaux lymphatiques 

superficiels (sous-épithéliaux et sous-cutanés) et profonds, et la lymphe circule de façon 

unidirectionnelle du plexus superficiel au plexus profond (Figure 2A). Le flux 

lymphatique provenant des vaisseaux sous-cutanés profonds et intramammaires se 

déplace de manière centrifuge vers les ganglions lymphatiques axillaires, mammaires 

internes et claviculaires. Bien que la plupart des régions du sein se drainent vers les 

ganglions axillaires, le drainage peut également se faire simultanément ou uniquement 

vers les autres sites ganglionnaires. Les ganglions lymphatiques axillaires sont décrits 

en les divisant en niveaux anatomiques de Berg. Les ganglions lymphatiques de niveau 

I se situent latéralement par rapport au bord latéral du muscle petit pectoral, les 

ganglions de niveau II se situent derrière le muscle petit pectoral et les ganglions de 

niveau III se situent médialement par rapport au bord médial du muscle petit pectoral. 

Les ganglions lymphatiques mammaires internes se trouvent dans la graisse 

extrapleurale, dans les espaces intercostaux, à proximité des vaisseaux mammaires 

internes. Ces ganglions peuvent s'étendre du cinquième espace intercostal à la région 

rétroclaviculaire, mais les ganglions les plus fréquents se situent dans les trois espaces 

supérieurs 

 

1.1.3.2. Anatomie microscopique du sein 

 La glande mammaire est composée de 15 à 20 compartiments séparés par du tissu 
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graisseux appelés lobes, et du tissu de soutien qui contient des vaisseaux sanguins et 

lymphatiques, des structures fibreuses et du tissu adipeux. Chaque lobe est lui-même 

composé de 20 à 40 lobules, dont chacun contient de 10 à 100 acini organisés selon une 

architecture tubulo-alvéolaire (Figure 2B et D). Chaque acinus est bordé par une 

membrane basale sur laquelle reposent des cellules myoépithéliales (également appelées 

cellules basales) et des cellules épithéliales, appelées encore luminales, car elles sont au 

contact de la lumière des acini. Les acini se drainent dans les canaux intralobulaires, 

qui confluent pour former des canaux interlobulaires. Ces derniers forment ensuite les 

canaux galactophores, qui s’abouchent individuellement via des sini galactophoriques 

au niveau du mamelon.  

 Au microscope, le tissu mammaire est composé d'éléments épithéliaux et 

mésenchymateux. La partie épithéliale comprend des parties sécrétoires appelées acini 

qui se connectent à une série de canaux dont le diamètre augmente à mesure qu'ils 

s'approchent du mamelon. 

 L'unité ducto-lobulaire terminale (UDLT) est l'unité fonctionnelle et structurelle 

du sein (Figure 2D). Elle comprend les plus petits canaux distaux (canal terminal) et 

les acini qui leur sont rattachés. Les éléments épithéliaux de l’UDLT, les acini et le 

canal terminal, sont intégrés dans le stroma intralobulaire, qui est hautement spécialisé 

et plus sensible sur le plan cellulaire et hormonal que le stroma interlobulaire, qui est 

comparativement fibreux et moins sensible sur le plan hormonal.  

 Le revêtement spécialisé à deux cellules de l'ensemble du système canalaire et 

lobulaire se présente sous la forme de deux couches cellulaires clairement discernables 
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: les cellules cylindriques ou cuboïdales, plus grandes et plus hautes, tapissent la partie 

luminale du canal et des acini, tandis que la couche cellulaire externe, composée de 

cellules myoépithéliales plus petites et fusiformes, se trouve entre la couche de cellules 

épithéliales et la lame basale. La couche de cellules myoépithéliales est continue et 

parallèle au grand axe du système canalaire. Les propriétés contractiles des cellules 

myoépithéliales contribuent à l'écoulement du lait pendant la lactation. 

 

1.1.3.3. Processus de cancérisation 

 Le cancer est défini selon l’Institut National du Cancer (INCa) comme une 

« maladie provoquée par la transformation de cellules qui deviennent anormales et 

prolifèrent de façon excessive. Ces cellules déréglées finissent par former une masse 

qu'on appelle tumeur maligne. Les cellules cancéreuses ont tendance à envahir les tissus 

voisins et à se détacher de la tumeur. Elles migrent alors par les vaisseaux sanguins et 

les vaisseaux lymphatiques pour aller former une autre tumeur (métastase) ». 

 Il existe deux types de cancers du sein : les cancers issus du tissu glandulaire, 

appelés adénocarcinomes, et les issus du tissu conjonctif, appelés sarcomes. Les 

adénocarcinomes constituent la très grande majorité des cancers du sein. Les 

adénocarcinomes sont issus des cellules luminales (85%) et des cellules myoépithéliales 

(15%, aussi appelées basales). Les sarcomes sont issus de cellules constituant le tissu 

adipeux (liposarcomes), le tissu vasculaire (angiosarcomes), du tissu fibreux 

(fibrosarcome), etc.  

 Lorsque les cellules cancéreuses restent à l'intérieur des acini et de l'arbre 
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galactophorique, il s'agit d'adénocarcinomes in situ. A partir du moment où les cellules 

adénocarcinomateuses franchissent la membrane basale et infiltrent le stroma 

mammaire, il s'agit d'adénocarcinomes infiltrants. Ensuite, l’extension du cancer du 

sein se fait :  

§ au niveau local avec un envahissement du tissu conjonctif et adipeux. 

§ au niveau régional vers les ganglions axillaires, les ganglions de la chaîne mammaire 

interne et les ganglions sus claviculaires.  

à distance : les cellules cancéreuses peuvent migrer via la circulation lymphatique et 

sanguine vers divers sites et organes, constituant ainsi des métastases. 

 

1.1.4. Les capacités distinctives « hallmarks » du cancer 

 Les capacités distinctives du cancer ont été proposées comme un ensemble 

d’aptitudes fonctionnelles acquises par les cellules humaines lorsqu'elles passent de 

l'état normal à l'état de croissance néoplasique, et plus précisément des capacités 

cruciales pour leur capacité à former des tumeurs malignes. Décrites initialement en 

2000 par Hanahan et Weinberg (30) dans un article scientifique majeur publié dans 

Cell, elles ont été mises à jour en 2011 par les mêmes auteurs et comprenaient 10 

capacités distinctives (31). En 2022, Hanahan a publié une deuxième mise à jour 

comprenant 4 capacités supplémentaires (32). En plus des cellules cancéreuses, les 

tumeurs présentent une autre dimension de complexité : elles contiennent un répertoire 

de cellules recrutées dites normales (non cancéreuses), qui contribuent à l'acquisition 

de traits caractéristiques en créant le microenvironnement tumoral. Le chapitre suivant 
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résume les 14 différentes capacités distinctives du cancer décrites par Hanahan et 

Weinberg (30, 31, 32).  

 

Figure 3. Les capacités distinctives du cancer en 2022. Image reproduite d’après 
Hanahan (32) 
 

1.1.4.1. Maintien d'une signalisation proliférative 

 Les tissus normaux contrôlent soigneusement la production et la libération de 

signaux favorisant la croissance qui indiquent l'entrée et la progression dans le cycle de 

croissance et de division cellulaire, assurant ainsi une homéostasie du nombre de cellules 

et un maintien de l’architecture et de la fonction tissulaire. Les cellules cancéreuses, en 

dérégulant ces signaux, deviennent maîtresses de leur propre destin. Ces signaux sont 

souvent des facteurs de croissance qui se lient à un récepteur exprimé à la surface des 

cellules cancéreuses (comme les récepteurs à tyrosine-kinase). Les cellules cancéreuses 

peuvent acquérir la capacité de soutenir la signalisation proliférative de plusieurs façons 
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différentes : en produisant elles-mêmes des facteurs de croissance (voie autocrine), soit 

en envoyant des signaux pour stimuler la sécrétion de facteurs de croissance par les 

cellules normales du micro-environnement tumoral, soit en augmentant la quantité de 

récepteurs à la surface des cellules cancéreuses (ce qui rend ces cellules hyper-réactives 

à des quantités limitées de ligand), soit suite à des altérations structurelles des 

récepteurs favorisant l’activation indépendamment du ligand. L'indépendance à l'égard 

du facteur de croissance peut également découler de l'activation constitutive des voies 

de signalisation en aval de ces récepteurs (31).  

 

1.1.4.2. Évitement des suppresseurs de croissance 

 De nombreux gènes suppresseurs de tumeurs, qui agissent de diverses façons pour 

limiter la croissance et la prolifération cellulaire, ont été découverts par leur 

inactivation caractéristique dans l'une ou l'autre forme de cancer animal ou humain. 

Les cellules cancéreuses doivent aussi contourner ces puissants systèmes qui régulent 

négativement la prolifération cellulaire (31). 

 

1.1.4.3. Résistance à la mort cellulaire 

 La cellule cancéreuse acquiert, via l’altération des mécanismes d’initiation et 

d’exécution de l’apoptose, une résistance à la mort cellulaire. Ceci lui permet de résister 

à des conditions de stress auxquelles toute cellule cancéreuse est exposée pendant le 

processus de cancérisation, mais aussi d’acquérir une résistance aux thérapies 

anticancéreuses (31).  



17 

 

1.1.4.4. Immortalité réplicative 

 Les cellules de la plupart des lignées cellulaires normales de l'organisme ont un 

nombre limité de cycles successifs de croissance et de division cellulaire. Cette 

limitation a été associée à deux obstacles distincts à la prolifération: la sénescence, une 

entrée généralement irréversible dans un état non prolifératif mais viable, et la crise 

cellulaire, qui implique la mort de la cellule (31). 

 Les télomères, composés de multiples répétitions hexanucléotidiques en tandem 

et qui protègent les extrémités des chromosomes, sont impliquées de façon centrale 

dans la capacité de prolifération illimitée. Au cours du temps, les télomères se 

raccourcissent progressivement dans les cellules normales, perdant finalement la 

capacité de protéger les extrémités des acides désoxyribonucléiques (ADN) 

chromosomiques des fusions « bout à bout » ; ces fusions produisent des chromosomes 

bi-centriques instables dont la résolution résulte en une altération du caryotype non 

viable pour la cellule. Par conséquent, la longueur de l'ADN télomérique d'une cellule 

détermine le nombre de générations cellulaires successives que sa filiation peut traverser 

avant que les télomères ne soient érodés et aient perdu leurs fonctions protectrices, ce 

qui déclenche l'entrée en crise cellulaire (31). 

 La télomérase, l'ADN polymérase ARN-dépendante qui ajoute des segments 

répétitifs télomériques aux extrémités de l'ADN télomérique, est presque absente dans 

les cellules non immortalisées, mais exprimée à des niveaux fonctionnellement 

significatifs dans la grande majorité des cellules spontanément immortelles, y compris 
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les cellules cancéreuses humaines. En étendant l'ADN télomérique, la télomérase est 

capable de contrer l'érosion progressive du télomère qui se produirait en son absence 

(31). 

 

1.1.4.5. Induction de l'angiogenèse 

 Comme les tissus normaux, les tumeurs ont besoin de nutriments et d'oxygène, 

ainsi que d'une capacité à évacuer les déchets métaboliques et le dioxyde de carbone. 

La néovascularisation associée à la tumeur, générée par le processus de l'angiogenèse, 

répond à ces besoins. Au cours de l'embryogenèse, le développement du système 

vasculaire implique la naissance de nouvelles cellules endothéliales et leur assemblage 

en tubes (vasculogenèse) en plus de la germination (angiogenèse) de nouveaux 

vaisseaux à partir de vaisseaux existants. Au cours de la progression tumorale, un 

« interrupteur angiogénique » est presque toujours activé et reste en fonction, ce qui 

fait que les vaisseaux vasculaires normalement immobiles germent continuellement de 

nouveaux vaisseaux qui aident à soutenir la croissance néoplasique (31). 

 L'effet angiogénique est régi par un équilibre entre des facteurs qui induisent ou 

s'opposent à l'angiogenèse. Certains de ces régulateurs angiogéniques sont des protéines 

de signalisation qui se lient aux récepteurs de surface des cellules stimulatrices ou 

inhibitrices des cellules endothéliales vasculaires. Les prototypes bien connus 

d'inducteurs et d'inhibiteurs de l'angiogenèse sont respectivement le Vascular 

Endothelial Growth Factor-A (VEGF-A) et la thrombospondine-1 (TSP-1) (31). 

 Le gène VEGF-A code les ligands impliqués dans l'orchestration de la croissance 
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des nouveaux vaisseaux sanguins au cours du développement embryonnaire et 

postnatal, puis dans la survie homéostatique des cellules endothéliales, ainsi que dans 

des situations physiologiques et pathologiques chez l'adulte. Son expression peut être 

régulée à la fois par hypoxie et par signalisation oncogène. De plus, le VEGF-A peut 

être séquestré dans la matrice extracellulaire sous forme latente qui est libérée et 

activée par des protéases dégradant la matrice extracellulaire (par exemple la MMP-

9). De plus, d'autres signaux pro-angiogéniques, comme les membres de la famille des 

Fibroblast Growth Factor (FGF), ont été impliqués dans le maintien de l'angiogenèse 

tumorale (31).  

 

1.1.4.6. Activation de l'invasion et des métastases 

 La « cascade invasion-métastase » consiste en une succession de changements 

biologiques cellulaires. Tout d’abord on observe une invasion locale des cellules 

cancéreuses, puis une intravasation dans les vaisseaux sanguins et/ou lymphatiques 

adjacents. Ensuite les cellules cancéreuses transitent par les systèmes lymphatique et 

hématogène puis échappent de la lumière de ces vaisseaux dans le parenchyme des 

tissus distants (extravasation). Le processus se poursuit par la formation de petits 

amas de cellules cancéreuses (micrométastases). Enfin la croissance des lésions 

micrométastatiques en tumeurs macroscopiques est appelée « colonisation » (31). 

 Les mécanismes génétiques sous-jacents à cette cascade invasion-métastase sont 

complexes et encore mal élucidés. Récemment, une équipe a réalisé le séquençage du 

génome d’un grand nombre de cancers du sein primaires et de leur métastases (33). 
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L’évolution du génome des cellules cancéreuses consiste en l’acquisition de mutations 

de gènes drivers dits « précoces », leur conférant un avantage par rapport aux autres 

clones tumoraux. Il existe de nombreux gènes driver bien connus : TP53, GATA3, 

PIK3CA, AKT1, ERBB2, etc. De manière intéressante, on note que les cellules 

cancéreuses continuent d’acquérir des mutations d’autres gènes, non présentes dans les 

tumeurs primaires : ce sont les gènes drivers « tardifs ». Auparavant considérés comme 

des entités rares, on observe que ces drivers tardifs sont en réalité communs dans les 

métastases de cancer du sein. Ces derniers peuvent conférer des résistances au thérapies 

médicamenteuses (par exemple ESR1 confère une résistance à l’hormonothérapie), mais 

peuvent être eux-mêmes des cibles thérapeutiques potentielles non encore développées 

(par exemple JAK2-STAT3 ou SWI/SNF) (33). La figure suivante schématise 

l’évolution génomique des cancers du sein métastatiques.  
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Figure 4. Représentation de l’évolution génomique des cancers du sein 
métastatiques. Image reproduite d’après Yates et al. (33) 
 
 

1.1.4.7. Reprogrammation du métabolisme énergétique 

 La maladie néoplasique implique non seulement un contrôle dérégulé de la 

prolifération cellulaire, mais aussi des ajustements du métabolisme énergétique afin de 

stimuler la croissance et la division des cellules. Même en présence d'oxygène, les 

cellules cancéreuses peuvent reprogrammer leur métabolisme du glucose, et donc leur 

production énergétique, en limitant largement leur métabolisme énergétique à la 

glycolyse, ce qui a entraîné un état appelé glycolyse aérobie. Toutefois, la glycolyse 

anaérobie a une efficacité moindre par rapport à la phosphorylation oxydative 

mitochondriale (aérobie). Ceci est en contradiction avec la notion que les cellules 
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cancéreuses acquièrent des capacités qui leur permettent de mieux survivre et évoluer 

par rapport aux cellules saines. En réalité, il semblerait que l'augmentation de la 

glycolyse permettrait de détourner les intermédiaires glycolytiques vers diverses voies 

de biosynthèse, dont celles génératrices de nucléosides et d'acides aminés, facilitant 

ainsi la biosynthèse des macromolécules et des organelles nécessaires pour l'assemblage 

de nouvelles cellules. De plus, ce type de métabolisme est présent dans de nombreux 

tissus embryonnaires qui se divisent rapidement, ce qui suggère une fois de plus un rôle 

dans le soutien des programmes de biosynthèse à grande échelle qui sont nécessaires à 

la prolifération cellulaire active (31). 

 En fait, la réorientation du métabolisme énergétique est en grande partie 

orchestrée par des protéines qui participent d'une manière ou d'une autre à la 

programmation des caractéristiques fondamentales du cancer. Vu sous cet angle, la 

glycolyse aérobie n'est qu'un autre phénotype programmé par des oncogènes induisant 

la prolifération (31). 

 

1.1.4.8. Évitement de la destruction immunitaire 

 La théorie de la surveillance immunitaire propose que les cellules et les tissus 

soient constamment surveillés par un système immunitaire toujours en alerte, et que 

cette surveillance immunitaire est responsable de la reconnaissance et de l'élimination 

de la grande majorité des cellules cancéreuses naissantes et donc des tumeurs 

naissantes. Selon cette logique, les tumeurs solides qui apparaissent ont réussi d'une 

manière ou d'une autre à éviter d'être détectées par le système immunitaire ou ont pu 



23 

limiter l'étendue de la destruction immunologique, évitant ainsi leur éradication (31). 

 Le rôle de la surveillance immunologique défectueuse des tumeurs semble être 

validée par l’évolution rapide de certains cancers chez les personnes immunodéprimées. 

Au cours des dernières années, de plus en plus de données probantes, provenant à la 

fois de souris génétiquement modifiées et d'épidémiologie clinique, suggèrent que le 

système immunitaire joue un rôle important dans la formation et la progression des 

tumeurs, du moins dans certaines formes de cancers non induits par un virus (31). 

 Les interactions immunologiques tumeur-hôte sont complexes et encore mal 

connues. Par exemple, on suppose que des clones de cellules cancéreuses hautement 

immunogènes sont systématiquement éliminés dans les hôtes immunocompétents, ne 

laissant derrière eux que des variantes faiblement immunogènes pour croître et générer 

des tumeurs solides. Toutefois, il a été démontré également que des cellules cancéreuses 

hautement immunogènes peuvent très bien échapper à la destruction immunitaire en 

désactivant les composants du système immunitaire qui ont été envoyés pour les 

éliminer en sécrétant du TGF-b ou d'autres facteurs immunosuppresseurs (31). 

 

1.1.4.9. Instabilité du génome 

L'acquisition des multiples caractéristiques énumérées ci-dessus dépend en grande 

partie d'une succession d'altérations des génomes des cellules néoplasiques. En effet, 

certains génotypes mutants confèrent un avantage sélectif aux sous-clones de cellules, 

permettant leur croissance et leur domination éventuelle dans un environnement 

tissulaire local. Par conséquent, la progression tumorale en plusieurs étapes peut être 
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représentée comme une succession d'expansions clonales, chacune étant déclenchée par 

l'acquisition fortuite d'un génotype mutant favorable. Étant donné que les phénotypes 

héréditaires, par exemple l'inactivation des gènes suppresseurs de tumeurs, peuvent 

également être acquis par des mécanismes épigénétiques tels que la méthylation de 

l'ADN et les modifications des histones, certaines extensions clonales peuvent bien être 

provoquées par des modifications non mutationnelles affectant la régulation de 

l'expression génétique (31). 

 Au cours de l'acquisition de la liste de gènes mutants nécessaires pour orchestrer 

la cancérogenèse, les cellules cancéreuses augmentent souvent les taux de mutation. 

Cette mutabilité est obtenue par une sensibilité accrue aux agents mutagènes, par une 

défaillance d'un ou de plusieurs composants de la machine de maintenance génomique, 

ou des deux. De plus, l'accumulation de mutations peut être accélérée en 

compromettant les systèmes de qui surveillent normalement l'intégrité génomique et 

forcent les cellules génétiquement endommagées à devenir sénescentes ou à entrer en 

apoptose. Ces gènes « gardiens » du génome (par exemple TP53) comprennent ceux 

dont les produits sont impliqués dans la détection des dommages à l'ADN et 

l'activation des machines de réparation, la réparation directe de l'ADN endommagé, et 

l'inactivation ou l'interception des molécules mutagènes avant que celles-ci aient 

endommagé l'ADN. D'un point de vue génétique, ces gènes gardiens se comportent 

comme des gènes suppresseurs de tumeurs puisque leurs fonctions peuvent être perdues 

au cours de la progression tumorale, ces pertes étant obtenues soit par des mutations 

inactivatrices, soit par répression épigénétique (31). 
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1.1.4.10. Inflammation 

 Pratiquement toutes les lésions néoplasiques contiennent des cellules immunitaires 

présentes à des densités allant d'infiltrations subtiles détectables uniquement avec des 

anticorps spécifiques à des inflammations majeures qui sont apparentes même par des 

techniques de coloration histologique standard. 

 L'inflammation fournit des molécules bioactives au microenvironnement tumoral, 

y compris des facteurs de croissance qui soutiennent la signalisation proliférative, des 

facteurs de survie qui limitent la mort cellulaire, des facteurs proangiogéniques, des 

enzymes modifiant la matrice extracellulaire qui favorisent l'angiogenèse, l'invasion et 

la métastase, et des signaux inducteurs qui entraînent l'activation de la transition 

épithélio-mésenchymateuse. L’inflammation est fortement liée au micro-environnement 

tumoral décrit ci-dessous (31). 

 

1.1.4.11. Déblocage de la plasticité phénotypique 

 Pendant l'organogenèse, le développement, la détermination et l'organisation des 

cellules en tissus afin d'assumer des fonctions homéostatiques sont accompagnés par 

une différenciation terminale, où les cellules progénitrices arrêtent de croître (parfois 

définitivement) à la fin de ces processus. Ainsi, le résultat final de la différenciation 

cellulaire est dans la plupart des cas antiprolifératif et constitue une barrière claire à 

la prolifération continue nécessaire pour la néoplasie. Il existe de plus en plus de preuves 

que le déverrouillage de la capacité normalement restreinte à la plasticité phénotypique 

afin d'échapper à l'état de différenciation terminale est une composante critique de la 
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pathogenèse du cancer. Cette plasticité peut fonctionner de plusieurs façons : la 

dédifférenciation, l’inhibition de la différenciation et la transdifférenciation. Ainsi, les 

cellules cancéreuses naissantes provenant d'une cellule normale qui avait un état 

entièrement différencié peuvent inverser leur cours en se dédifférenciant en états de 

cellules progénitrices. Inversement, les cellules néoplasiques provenant d'une cellule 

progénitrice qui est destinée à suivre un chemin menant à une différenciation terminale 

peuvent court-circuiter le processus, maintenant les cellules cancéreuses qui s'étendent 

dans un état partiellement différencié, proche des progéniteurs (notamment dans les 

hémopathies). Alternativement, une transdifférenciation peut être opérée, où des 

cellules initialement engagées dans un chemin de différenciation passent à un 

programme de développement entièrement différent, acquérant ainsi des 

caractéristiques spécifiques à un tissu qui n'étaient pas prédéterminées par leurs cellules 

normales d'origine. Le concept de transdifférenciation a longtemps été reconnu par les 

pathologistes sous la forme de métaplasie tissulaire, où des cellules d'un phénotype 

différencié particulier changent nettement leur morphologie pour devenir clairement 

reconnaissables comme éléments d'un autre tissu. 

 

1.1.4.12. Reprogrammation épigénétique non-mutationnelle 

  L'instabilité et la mutation du génome (ADN) sont des composants 

fondamentaux de la formation et de la pathogénèse du cancer. Des mutations dans les 

gènes qui organisent, modulent et maintiennent l'architecture de la chromatine et, par 

conséquent, régulent globalement l'expression génique, sont de plus en plus détectées 
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et associées fonctionnellement aux caractéristiques du cancer (34, 35, 36).  

De plus, il existe également un argument en faveur d'un autre mode apparemment 

indépendant qui implique des changements purement épigénétiques, qui pourrait être 

appelé « reprogrammation épigénétique non mutationnelle » (36, 37, 38, 39). 

 La régulation épigénétique non mutationnelle de l'expression génique est centrale 

dans le développement embryonnaire, la différenciation et l'organogenèse. Chez 

l'adulte, ce concept intervient par exemple dans les modifications des gènes et des 

histones, dans la structure de la chromatine impliqués dans la mémoire à long terme. 

La proposition d'une évolution du cancer sans mutation et d'une programmation 

purement épigénétique des phénotypes caractéristiques du cancer est de plus en plus 

discutée. Des preuves croissantes soutiennent la proposition que des altérations 

épigénétiques analogues peuvent contribuer à l'acquisition des capacités 

caractéristiques pendant le développement tumoral et la progression maligne.  

 

1.1.4.13. Polymorphisme du microbiome 

 De plus en plus d’éléments suggèrent que la variabilité polymorphique des 

microbiomes entre les individus d'une population peut avoir un impact profond sur les 

phénotypes du cancer. Les études d'association chez l'homme et les manipulations 

expérimentales sur des modèles murins de cancer révèlent l'existence de micro-

organismes particuliers, principalement mais pas exclusivement des bactéries, qui 

peuvent avoir des effets protecteurs ou délétères sur le développement du cancer, la 

progression de la malignité et la réponse à la thérapie. Il en va de même pour la 
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complexité globale et la constitution d'un microbiome tissulaire au sens large. En effet, 

si le microbiome intestinal a été le pionnier de cette nouvelle frontière, de multiples 

tissus et organes ont des microbiomes associés, qui présentent des caractéristiques 

distinctes en ce qui concerne la dynamique des populations et la diversité des espèces 

et sous-espèces microbiennes (32).  

 Il existe des données qui suggèrent que certaines espèces bactériennes peuvent 

stimuler la signalisation proliférative et altérer l'activité suppressive des tumeurs dans 

différents compartiments de l'intestin. Cependant, on ne sait toujours pas si elles ont 

des effets directs sur d'autres capacités caractéristiques telles que l'évitement de la 

mort cellulaire, l'induction de l'angiogenèse et la stimulation de l'invasion et des 

métastases. Néanmoins, il semble que le polymorphisme des microbiomes de l'intestin 

et d'autres organes constitue une caractéristique distinctive permettant l'acquisition 

de capacités caractéristiques du cancer complétant celles de l'instabilité et de la 

mutation du génome et l’inflammation pro-tumorale (32). 

 

1.1.4.14. Les cellules sénescentes 

 La sénescence cellulaire est une forme typiquement irréversible d'arrêt de la 

prolifération, qui a probablement évolué comme un mécanisme de protection pour 

maintenir l'homéostasie des tissus, fonctionne comme un mécanisme complémentaire 

de la mort cellulaire programmée qui sert à inactiver et, en temps voulu, à éliminer les 

cellules malades, dysfonctionnelles ou autrement inutiles. Outre l'arrêt du cycle de 

division cellulaire, le programme de sénescence implique des changements dans la 
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morphologie et le métabolisme cellulaires et, plus profondément, l'activation d'un 

phénotype sécrétoire associé à la sénescence (PSAS) impliquant la libération de 

nombreuses protéines, y compris des chimiokines, des cytokines et des protéases dont 

l'identité dépend du type de cellule et de tissu d'où provient une cellule sénescente. La 

sénescence peut être induite dans les cellules par diverses conditions, notamment du 

stress cellulaire (tels que la privation de nutriments et les lésions de l'ADN), des lésions 

des organites et de l'infrastructure cellulaire et des déséquilibres dans les réseaux de 

signalisation cellulaire (40). 

 La sénescence cellulaire a longtemps été considérée comme un mécanisme de 

protection contre le cancer, les cellules cancéreuses étant amenées à subir la sénescence. 

En effet, la plupart des déclencheurs du programme de sénescence sont associés à la 

malignité, en particulier les lésions de l'ADN. A l’inverse, un nombre croissant de 

preuves révèlent que dans certains contextes, les cellules sénescentes stimulent le 

développement tumoral et la progression maligne. En cas de suppression des cellules 

sénescentes dans des modèles animaux de souris, il a été observé une réduction de 

l'incidence de la tumorigenèse spontanée et de la mort associée au cancer (en plus de 

retarder de nombreux symptômes liés à l'âge). 

 Le principal mécanisme par lequel les cellules sénescentes favorisent les 

phénotypes tumoraux serait le PSAS, qui est manifestement capable de transmettre, 

de manière paracrine aux cellules cancéreuses viables situées à proximité, ainsi qu'à 

d'autres cellules du micro-environnement tumoral, des molécules de signalisation (et 

des protéases qui les activent et/ou les déséquestrent) de manière à transmettre des 



30 

capacités caractéristiques. Ainsi, dans différents systèmes expérimentaux, il a été 

démontré que les cellules cancéreuses sénescentes contribuent de diverses manières à la 

signalisation proliférative, évitent l'apoptose, induisent l'angiogenèse, stimulent 

l'invasion et les métastases et suppriment l'immunité de la tumeur (41, 42).  

 Une autre facette des effets des cellules cancéreuses sénescentes sur les phénotypes 

cancéreux implique des états cellulaires sénescents transitoires et réversibles, dans 

lesquels les cellules cancéreuses sénescentes peuvent s'échapper de leur état non 

prolifératif exprimant les PSAS, et reprendre la prolifération cellulaire et la 

manifestation des capacités associées des cellules oncogéniques pleinement viables. 

Cette sénescence transitoire est particulièrement bien documentée dans les cas de 

résistance au traitement, représentant une forme de dormance qui contourne le ciblage 

thérapeutique des cellules cancéreuses en prolifération, mais elle pourrait bien s'avérer 

plus largement opérationnelle à d'autres stades du développement tumoral, de la 

progression maligne et de la formation de métastases (43).  

 De plus, les capacités des cellules sénescentes à promouvoir les capacités 

distinctives du cancer ne se limitent pas aux cellules cancéreuses sénescentes. Il a été 

démontré que les fibroblastes associés au cancer (CAF) dans les tumeurs subissent une 

sénescence, créant des CAF sénescents qui favorisent manifestement les tumeurs via le 

micro-environnement. De plus, les fibroblastes sénescents des tissus normaux, produits 

en partie par le vieillissement naturel ou les agressions environnementales, ont 

également été impliqués dans le remodelage des microenvironnements tissulaires via 

leur PSAS afin de fournir un soutien paracrine à l'invasion locale (ce que l'on appelle 
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les "effets de champ") et aux métastases à distance des néoplasies qui se développent 

à proximité. Enfin, il a été démontré que les fibroblastes sénescents de la peau 

vieillissante recrutent – via leur PSAS – des cellules immunitaires innées qui sont à la 

fois immunosuppressives des réponses immunitaires antitumorales adaptatives et 

stimulantes de la croissance des tumeurs cutanées, ce dernier effet pouvant refléter les 

contributions paracrines de ces cellules immunitaires innées (43). 

 

1.1.5. Micro-environnement tumoral 

 Le micro-environnement tumoral, aussi connu sous le nom de stroma tumoral, est 

un tissu spécifique de chaque cancer, contenant différents types cellulaires impliqués 

dans l’évolution de la maladie. Ces types cellulaires, comme les fibroblastes ou les 

adipocytes, sont des cellules non cancéreuses ; toutefois, elles sont altérées et contrôlées 

par les cellules cancéreuses pour répondre à leurs besoins (31). 

 En effet, le micro-environnement tumoral est impliqué dans l’apport de certains 

facteurs de croissance, du maintien de l’angiogenèse, de la dissémination métastatique, 

dans la survie des cellules souches tumorales et bien d’autres phénomènes liés à la 

physiopathologie du cancer. La figure suivante schématise l’organisation des micro-

environnements tumoraux présents aux différents stades de la maladie (31). 



32 

 

Figure 5. Schématisation du micro-environnement tumoral. Image reproduite 
d’après Hanahan et al. (31) 
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1.1.6. Diagnostic 

1.1.6.1. Physiopathologie 

 Le mécanisme exact par lequel le cancer du sein se déclenche est mal connu. Au 

niveau de la cellule d'origine, le modèle d'évolution clonale (dans lequel les mutations 

s'accumulent, des changements épigénétiques se produisent dans les cellules tumorales 

et les cellules les plus aptes survivent) et le modèle des cellules souches cancéreuses 

(dans lequel seules les cellules cancéreuses précurseurs initient et soutiennent la 

progression) sont tous deux impliqués. Au niveau morphologique, il existe un 

continuum de lésions et de modifications génétiques des glandes normales au cancer.  

 Au niveau moléculaire, il est prouvé que le cancer du sein évolue selon deux voies 

moléculaires divergentes, principalement liées à l'expression des récepteurs aux 

estrogènes (RE), au grade de la tumeur et à la prolifération (44). En outre, 

l'identification des gènes de susceptibilité au cancer du sein a permis de mettre en 

lumière certains aspects de la pathogenèse du cancer du sein, qu'il soit sporadique ou 

héréditaire. La première voie - la voie de bas grade - est caractérisée par un gain de 

1q, une perte de 16q, une amplification peu fréquente de 17q12 et une signature 

d'expression génique. Le groupe luminal A avec une majorité de gènes associés au 

phénotype RE, des caryotypes diploïdes ou quasi diploïdes et un grade tumoral faible. 

Le groupe luminal A et, dans une certaine mesure, le groupe luminal B relèvent de 

cette voie (44). La deuxième voie - la voie des tumeurs de haut grade - est caractérisée 

par la perte de 13q, le gain de la région chromosomique 11q13, l'amplification de 17q12 

(contenant ERBB2, codant pour HER2) et une signature d'expression de gènes 
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impliqués dans le cycle cellulaire et la prolifération cellulaire. Les tumeurs de grade 

intermédiaire à élevé, y compris les tumeurs HER2-positives et TNBC, relèvent de 

cette voie (44).  

 

1.1.6.2. Invasivité 

 La lame basale est une matrice extracellulaire dense, fortement réticulée, en forme 

de feuillets, qui sous-tend tous les épithéliums et endothéliums (45). Le franchissement 

de cette lame basale par les cellules carcinomateuses qui se sont développées dans la 

lumière canalaire signe le passage du carcinome in situ au carcinome invasif. 

Actuellement, les mécanismes biologiques qui permettent aux cellules cancéreuses de 

traverser la lame basale sont mal connus (45), malgré le fait que la dysrégulation de la 

lame basale soit une caractéristique de nombreux cancers (46). Le modèle actuel est 

que la cellule cancéreuse acquière une capacité à remodeler la lame basale, c’est-à-dire 

de la dégrader et la sécréter de manière concomitante. De plus, le micro-environnement 

tumoral pourrait jouer un rôle majeur dans ce processus (45, 46, 47).  

 La dégradation est médiée par des protéases, qui sont normalement présentes 

dans la lame basale. Les cellules cancéreuses peuvent exprimer une protéase particulière 

(notamment celles appartenant à la famille des métalloprotéases matricielles, MMP) 

qui induisent l’activation d’autres protéases et la dégradation de la matrice extra-

cellulaire. De plus, en dégradant les échafaudages de la lame basale, les MMP peuvent 

libérer des fragments cryptiques de collagène et laminine avec des fonctions de 

signalisation (par exemple l'angiogenèse et la transition épithélio-mésenchymateuse) 
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(45). Une analyse protéomique des signatures matricielles extracellulaires des tumeurs 

métastatiques a révélé que plusieurs composantes de la lame basale– dont la laminine 

et le collagène de type IV – sont sécrétées à la fois par les cellules stromales et tumorales 

des tumeurs hautement métastatiques, mais ne le sont que par le stroma des tumeurs 

faiblement métastatiques. Ces observations suggèrent que les cellules tumorales 

primaires modifient activement la composition des lames basales et que les 

changements qui en résultent dans l'ultrastructure et/ou la signalisation de la lame 

basale peuvent entraîner des métastases (46). 

 En histologie, la présence de cellules cancéreuses dans le tissu de soutien 

mammaire classe la tumeur en « invasive ». En immunohistochimie, un marquage de 

la protéine p63 – spécifique aux cellules myoépithéliales qui bordent les canaux 

normaux – permet parfois d’aider au diagnostic. La figure suivante schématise le 

processus d’invasion et la transition in situ – infiltrant des carcinomes mammaires.  
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Figure 6. Représentation schématique du processus de cancérisation et 
d’invasion (en sens horaire).  
 
NB : pratique clinique la distinction entre ces étapes peut parfois être plus complexe 
car il existe de nombreuses situations frontières. Image reproduite d’apres C. 
Tomasetto. 
 

1.1.6.3. Sous-types histologiques 

 Selon la dernière édition (5ème édition) de la classification de l'OMS (48), les 

carcinomes mammaires sont divisés en 19 sous-types majeurs différents, dont les 

carcinomes invasifs sans type particulier (70-75% ; également connus sous le nom de 

« not otherwise specified » ou NOS, anciennement carcinome canalaire(49)), les 

carcinomes lobulaires (10-14%) (50) et les autres carcinomes de type particulier (y 

compris plusieurs sous-types histologiques rares différents).  
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 Le carcinome mammaire NOS est un carcinome qui ne correspond pas à un sous-

type spécifique. Les carcinomes lobulaires infiltrants sont les deuxièmes sous-types plus 

fréquents. Morphologiquement, ils se caractérisent typiquement par la présence de 

petites cellules tumorales uniformes réparties individuellement dans le stroma, formant 

un motif de file indienne et entourées par les lobules selon un motif concentrique. D’un 

point de vue moléculaire, ce sous-type est caractérisé par une perte de la E-Cadhérine 

secondaire à différents mécanismes comme par exemple la mutation génique (50).  Il 

sont plus fréquemment observés chez la femme âgée par rapport à la femme plus jeune 

(50).  

 Certains types spéciaux (tels que tubulaire, cribriforme et mucineux) – s’ils sont 

purs à au moins 90% (c’est-à-dire sans histologie mixte ou <10% d’un autre sous-type) 

– ont un très bon pronostic (44). A titre d’exemple, le carcinome mucineux est un sous-

type histologique rare caractérisé par une importante production de mucine 

extracellulaire. Il en existe deux sous-types. Les mucineux purs sont définis comme 

contenant plus de 90% de mucine, et les mixtes sont ceux contenant 50% à 90% de 

mucine (51). La présence de moins de 50% de mucine définit le carcinome canalaire 

invasif avec une composante mucineuse (52). Les carcinomes mucineux représentent de 

1 à 4 % des cancers du sein (53), bien que l’incidence des formes pures soit plus élevée 

chez les femmes âgées (53). De plus, les formes pures ont un comportement moins 

agressif et un meilleur pronostic que les carcinomes canalaires non spécifiques (52, 53). 

 En revanche, d’autres types particuliers (tels que le carcinome lobulaire 

pléiomorphe, le carcinome métaplasique de haut grade et le carcinome micropapillaire) 
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sont associés à un pronostic moins bon. Un autre cas particulier est le cancer du sein 

inflammatoire, une forme rare et agressive caractérisée par des cellules malignes qui 

bloquent les vaisseaux lymphatiques dans la peau du sein (44). Les différents sous-

types histologiques de la 5ème édition de la classification OMS sont listés ci-dessous :  

§ Carcinome infiltrant de type non spécifique  

§ Sous-types spéciaux  

- Carcinome lobulaire infiltrant  

- Carcinome tubuleux  

- Carcinome cribriforme infiltrant  

- Carcinome mucineux  

- Cystadénocarcinome mucineux  

- Carcinome avec différenciation apocrine  

- Carcinome micropapillaire infiltrant  

- Carcinome métaplasique 

§ Sous-types rares et de type salivaire 

- Carcinome à cellules acineuses 

- Carcinome adénoïde kystique 

- Carcinome sécrétoire 

- Carcinome neuroendocrine 

- Carcinome mucoépidermoïde 

- Adénocarcinome polymorphe 

- Carcinome à cellules hautes et à polarité inverse 
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- Carcinome neuroendocrine 

 Le carcinome canalaire in situ, également appelé Ductal In situ Neoplasia (DIN), 

est considéré comme une lésion pré-cancéreuse. A l’inverse, le carcinome lobulaire in 

situ (ou Lobular In situ Neoplasia, LIN) est une lésion qui n’est pas considérée comme 

pré-cancéreuse mais comme un facteur de risque de développer un cancer du sein (54).   

 

1.1.6.4. Grade tumoral 

 L'évaluation du grade histologique se fait selon le système Scarff-Bloom-

Richardson (55) modifié par Eltson et Ellis (56), ensuite adopté dans les critères de 

Nottingham (57). Il repose sur trois caractéristiques tumorales : la proportion de 

cellules cancéreuses en formation tubulaire, l'anisocaryose (la variation de la taille et 

de la forme des noyaux entre les cellules) et le nombre de mitoses (divisions cellulaires). 

Chaque caractéristique est notée selon un système à trois niveaux, et le grade final 

(G1, G2 ou G3) est déterminé en additionnant les scores individuels. Le grade tumoral 

reflète l'agressivité potentielle du cancer du sein et constitue un facteur pronostique 

important :  

§ Score total de 3, 4 ou 5 : grade I (bas grade) 

§ Score total de 6 ou 7 : grade II (grade intermédiaire) 

§ Score total de 8 ou plus : grade III (haut grade) 
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Tableau I. Score histopronostique de Scarff-Bloom-Richardson modifié par 
Eltson et Ellis (56) 
Critère Description Score 
Degré de différenciation 
architecturale 

Présence de tubes occupant plus de 75% du 
champ du microscope 

1 

Tubes occupant entre 10 et 75 % du champ 
du microscope 

2 

Tubes occupant moins de 10% du champ du 
microscope 

3 

Nombre de mitoses par 
champ (objectif 40x soit 
grossissement 400x) 

0 à 6 mitoses pour 10 champs 1 
7 à 12 mitoses pour 10 champs 2 
Plus de 12 mitoses pour 10 champs 3 

Importance du 
pléomorphisme 
nucléaire 

Noyaux réguliers entre eux et taille cellulaire 
< 2 fois noyau normal 

1 

Situations intermédiaires 2 
Noyaux réguliers entre eux mais taille > 3 fois 
la taille d'un noyau normal et nucléole 
proéminant  
OU noyau de tailles irrégulières variant de 1 
à 3 fois celle d’un noyau normal 

3 

 

1.1.6.5. Facteurs pronostiques et prédictifs 

 La détermination du statut des récepteurs hormonaux (RE et RP) et HER2 est 

obligatoire pour toutes les patientes atteintes d'un cancer du sein invasif. Au moment 

du diagnostic, ils sont systématiquement testés par immunohistochimie sur les 

échantillons de tissus fixés au formol et inclus en paraffine obtenus à partir de biopsies. 

 Selon l'ASCO et le CAP, le statut HER2 peut être positif, négatif ou équivoque, 

évalué par une ou deux approches techniques (58). Le statut HER2-positif est 

caractérisé par une forte coloration immunohistochimique complète de la membrane 

ou par une amplification d'ERBB2 détectée par une méthode d'hybridation in situ 

(hybridation in situ chromogénique ou hybridation in situ fluorescente) dans ≥10% des 

cellules tumorales invasives.  
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 Le récepteur aux estrogènes (RE) et le récepteur à la progestérone (RP) sont les 

deux récepteurs hormonaux principalement impliqués dans les cancers du sein. Il s’agit 

de récepteurs nucléaires (qui sont des facteurs de transcription) : des protéines 

intracytoplasmiques qui se lient à leur ligand, transloquent dans le noyau et se fixent 

au promoteur cible sur l’ADN double-brin, et peuvent recruter soit des co-activateurs 

soit des co-represseurs et modulent la transcription de gènes.  

 Les récepteurs hormonaux possèdent trois domaines fonctionnels : le domaine 

NTD (NH2-terminal Domain), le domaine de liaison à l’ADN (DBD, DNA-Binding 

Domain) et le domaine de liaison au ligand (LBD, Ligand-Binding Domain) (59). RE 

et RP possèdent le même mécanisme d’action. En absence de ligand (estrogènes ou 

progestérone), le récepteur est lié à des protéines HSP (Heat Shock Protein) dans le 

cytoplasme de la cellule. En présence de ligand, le récepteur subit des modifications 

conformationnelles le dissociant des protéines HSP et permettant au récepteur d’être 

transloqué dans le noyau. Dans le noyau, le récepteur se dimérise et se fixe sur les 

séquences régulatrices des gènes cibles. Cette interaction entre le récepteur et les gènes 

cibles se fait par liaison directe du domaine DBD du récepteur à l'ADN via un élément 

de réponse appelé ERE ou PRE (Estrogen ou Progesterone Response Elements, 

respectivement) (59). Cela entraine ensuite la transcription des gènes cibles.  

Il existe deux isoformes connues des RE – REα et REβ – codés par deux gènes localisés 

sur deux chromosomes distincts. REα joue un rôle majeur dans la croissance des cellules 

cancéreuses mammaires (59), alors que le rôle de REβ reste encore mal connu. RP 

possède également deux isoformes qui sont codés par le même gène mais transcrits par 



42 

deux promoteurs différents et qui sont généralement co-exprimés (60). Les cellules 

cancéreuses surexprimant le récepteur à la progestérone libèrent des facteurs 

prolifératifs qui induisent une signalisation paracrine et ont des effets significatifs sur 

le maintien des cellules souches tumorales et la croissance tumorale (61).  

 En immunohistochimie, on évalue le pourcentage de cellules tumorales marquées 

et l’intensité du marquage (de 0 à 3+). On peut le H-Score pour déterminer l’expression 

des récepteurs hormonaux d’un cancer du sein (62), qui résulte de la multiplication 

entre le pourcentage et l’intensité moyenne, allant de 0 à 300. L'American Society of 

Clinical Oncology (ASCO) et le College of American Pathologists (CAP)(63) 

considèrent que toute coloration nucléaire (quelle que soit l'intensité du signal) dans 

>1% des cellules tumorales invasives est à considérer comme positive pour les 

récepteurs hormonaux (RE et/ou RP). Certains pays, comme la France, ne souscrivent 

pas à ces directives et considèrent que 10 % est une valeur seuil plus pertinente pour 

la détermination de l'hormonosensibilité (soit un H-score ≥ 10).  

 Le Human Epidermal growth factor Receptor-2 (HER2), sera détaillé dans la 

partie 1.2.1, page 69).  

 L’antigène Ki67 est une protéine codée par le gène MKI67 et est impliqué dans 

le maintien de l’intégrité des chromosomes mitotiques (64). Il est exprimé tout au long 

du cycle cellulaire et est absent des cellules quiescentes (65). Sa détection est réalisée 

par immunohistochimie sur des coupes de tumeurs à l’aide d’un anticorps spécifique 

anti-Ki67. L’index Ki67 représente le pourcentage de noyaux colorés par l’anticorps. Il 

traduit le pourcentage de cellules cancéreuses qui se divisent, et donc le niveau de 
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prolifération de la tumeur (66). Le Ki67 est largement utilisé pour déterminer la 

prolifération et prédire la chimiosensibilité. Cependant, le Ki67 n'est pertinent que 

pour les cancers du sein RE-positifs et HER2-négatifs (les tumeurs de phénotype triple 

négatif ou HER2-positives constituant une indication de chimiothérapie 

indépendamment du Ki67). La valeur seuil la plus largement utilisée est de 20% de 

noyaux colorés dans les cellules tumorales invasives ; une fraction de <15% de noyaux 

colorés, quelle que soit l'intensité, est considérée comme une prolifération faible, et 

>30% comme une prolifération élevée. En raison de l’hétérogénéité tumorale, l’index 

de prolifération Ki67 peut varier de manière importante entre deux territoires de la 

même tumeur : des zones peuvent être quasiment négatives alors que d’autres « hot 

spots » sont le siège d’une prolifération élevée. Par conséquent, en pratique clinique, la 

moyenne du Ki67 sur pièce opératoire est préférable à celle de la microbiopsie initiale 

pour décider de la chimiothérapie adjuvante.  

 

1.1.6.6. Classification moléculaire 

 L'hétérogénéité cellulaire et moléculaire du cancer du sein et le grand nombre de 

gènes impliqués dans le contrôle de la croissance, de la mort et de la différenciation des 

cellules soulignent l'importance d'étudier de manière globale les multiples altérations 

génétiques. Le séquençage génique total permet d’étudier simultanément l'activité de 

milliers de gènes dans une cellule cancéreuse du sein, mais n'est pas appliqué en routine 

dans les soins cliniques. Les futures applications des séquençages à haut débit 

adopteront sans doute la même approche pour les protéines (protéomique), la 
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variabilité germinale à l'échelle du génome (polymorphismes mononucléotidiques) ou 

le métabolisme cellulaire (métabolomique). 

 Les études sur l'expression génétique ont permis d'identifier plusieurs sous-types 

distincts de cancer du sein qui diffèrent en termes de pronostic et de cibles 

thérapeutiques qu'ils expriment (5, 67, 68, 69). La liste de gènes qui différencie ces 

sous-types est appelée liste intrinsèque et se compose de plusieurs groupes de gènes liés 

à l'expression du récepteur des estrogènes (RE) (le groupe luminal), à l'expression du 

Human epidermal growth factor-receptor 2 (HER2) et à un groupe unique de gènes 

appelé groupe basal.  

 Les sous-types moléculaires ont une importance significative en pratique clinique 

puisque leur prise en charge thérapeutique et leur pronostic sont différents. Cette 

classification a été développée en 2000 par Perou et al. (68) et actuellement, ces sous-

types sont définis par la conférence de consensus de St Gallen de 2013 (70) dont les 

consignes sont résumées dans le   
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Tableau II).  
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Tableau II. Classification moléculaire des cancers du sein 

SOUS-TYPE MOLECULAIRE 
CARACTERISTIQUES 

IMMUNOHISTOCHIMIQUES 

Luminal A (50%) Luminal A-like 

RE positif 
HER2 négatif 
Ki67 bas 
RP élevé 
Signature moléculaire à bas 
risque 

Luminal B (15%) Luminal B-like (HER2-
négatif) 

RE positif 
HER2 négatif 
Ki67 élevé ou RP bas 
Signature moléculaire à haut 
risque  

Surexpression HER2 
(15%) 

Luminal B-like (HER2-
positif) 

RE positif 
HER2 positif 
Tout Ki67 et tout RP 

HER2-positif (non 
luminal) 

HER2 positif 
RE et RP négatifs 

Basal-like (20%) Triple-négatif HER2, RE et RP négatifs 
 

 

 Les cancers luminaux sont associés aux cellules épithéliales luminales du tissu 

mammaire normal, ils constituent les sous-types le plus courants et se caractérisent par 

l'expression des RE et des récepteurs à la progestérone (PR). Les sous-types luminal 

A et luminal B présentent certaines distinctions moléculaires et pronostiques 

importantes. En effet, les tumeurs luminales A présentent généralement une forte 

expression des RE, une faible expression d’HER2 et une faible expression des gènes liés 

à la prolifération (71). Elles ont le meilleur pronostic de tous les sous-types moléculaires 

(72, 73). Les tumeurs luminales B présentent une expression relativement plus faible 

(bien que toujours présente) des RE, une expression variable d’HER2 et une expression 

plus élevée du cluster de prolifération. Les tumeurs luminales B ont un pronostic plus 
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défavorable que les tumeurs luminales A (73).  

Ensuite, le sous-type « enrichi en HER2 » (anciennement sous-type HER2-positif/RE-

négatif) se caractérise par une forte expression des groupes de gènes HER2 et de 

prolifération et une faible expression des groupes de gènes luminaux et basaux. Pour 

cette raison, ces tumeurs sont le plus souvent négatives pour le RE et le RP, et positives 

pour HER2. 

 Enfin, le sous-type RE- RP- HER2- dit « triple négatif » comprend différentes 

entités telles que les sous-types de récepteurs aux androgènes basaux, claudin-low, 

riches en interférons ou mésenchymateux.  

 

1.1.6.7. Stadification 

 Le système de stadification TNM (tumeur, ganglion, métastase) du cancer du 

sein est un système internationalement reconnu pour déterminer le stade de la maladie. 

Ce stade de la maladie est utilisé pour déterminer le pronostic et orienter la prise en 

charge. Il est également utilisé pour faciliter les discussions sur le traitement et le 

pronostic entre les soignants, ainsi qu'entre les soignants et les patientes. 

 Cette stadification s'est traditionnellement appuyée sur la taille de la tumeur, 

l'implication des ganglions lymphatiques et la présence d'une maladie métastatique. 

Elle évolue régulièrement et la 8ème édition intègre des biomarqueurs, qui améliorent la 

discrimination pronostique par rapport à la stadification anatomique seule. La 

classification TNM est établie par l’Union Internationale de Lutte contre le Cancer 

(UICC) qui a publié la dernière (8ème) version en 2017, ainsi que par l’American Joint 
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Committee on Cancer (AJCC) qui a publié sa dernière (8ème) version en 2018 (74). Il 

existe des différences entre les deux versions (75).  

 La classification TNM est composée de 3 éléments : T pour « tumor », N pour 

« nodes » et M pour « metastasis ». Il existe 3 préfixes utilisés pour préciser le stade 

en fonction des différentes thérapeutiques : c = clinique (y compris radiologique) ; p = 

pathologique (après chirurgie) ; y = après chimiothérapie néo-adjuvante et yp = après 

chimiothérapie néo-adjuvante puis chirurgie. Les classifications cN et pN sont 

différentes, contrairement aux classifications T et M. La définition des stades T, N et 

M est décrite dans les tableaux ci-dessous. 

 

Tableau III. Définitions de la classification T (TNM, UICC, AICC, 8ème édition) 
Tx Renseignements insuffisants pour classer la tumeur primitive 
T0 Pas de signe de tumeur primitive 
Tis Carcinome in situ 
Tis (DCIS) Carcinome canalaire in situ 
Tis (Paget) Maladie de Paget du mamelon sans carcinome invasif associé et/ou 

carcinome in situ dans le parenchyme mammaire sous-jacent 
T1 Tumeur ≤ 20 mm dans sa plus grande dimension 
T1mi Micro-invasion ≤ 1 mm dans sa plus grande dimension 
T1a Tumeur >1 mm et ≤ 5 mm dans sa plus grande dimension 
T1b Tumeur >5 mm et ≤ 10 mm dans sa plus grande dimension 
T1c Tumeur >10 mm et ≤ 20 mm dans sa plus grande dimension 
T2 Tumeur >2 cm et ≤ 5 cm dans sa plus grande dimension 
T3 Tumeur >5 cm dans sa plus grande dimension 
T4 Tumeur de toute taille avec : 
T4a Extension à la paroi thoracique (invasion du muscle pectoral exclue) 
T4b Œdème cutané y compris la « peau d'orange », ou ulcération cutanée 

du sein, ou nodules de perméation cutanés limités au même sein 
T4c A la fois 4a et 4b 
T4d Carcinome inflammatoire 
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Tableau IV. Définitions de la classification cN (TNM, UICC, AICC, 8ème édition) 
cN0 Absence de signe d'envahissement ganglionnaire régional 
cN1 Ganglions axillaires de niveau I et II homolatéraux mobiles 
cN2 Métastases dans un ou plusieurs ganglions axillaires de niveau I et II 

homolatéraux fixé(s) ou confluents ou dans un ou plusieurs ganglions 
mammaires internes homolatéraux cliniquement détectables en l'absence 
de métastase ganglionnaire axillaire cliniquement évidente 

cN2a Métastases dans un ou plusieurs ganglion(s) axillaire(s) fixé(s) entre eux 
(confluents) ou à d'autres structures 

cN2b Métastases cliniquement détectables uniquement dans les ganglions 
mammaires internes, et en l'absence de métastase ganglionnaire axillaire 
cliniquement décelable 

cN3 Métastases dans les ganglions sous-claviculaires homolatéraux (niveau III) 
avec ou sans envahissement ganglionnaire axillaire (niveau I, II) ou 
métastase ganglionnaire mammaire interne homolatérale cliniquement 
détectable en présence de métastase axillaire (niveau I, II) cliniquement 
évidente ; ou métastases ganglionnaires sous-claviculaires homolatérales 
avec ou sans envahissement ganglionnaire axillaire ou mammaire interne 

cN3a Métastase(s) ganglionnaire(s) sous-claviculaire(s) (niveau III) 
cN3b Métastases ganglionnaires mammaires internes et axillaires (cN2a+cN2b) 
cN3c Métastase(s) ganglionnaire(s) sus-claviculaire(s) 
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Tableau V. Définitions de la classification pN (TNM, UICC, AICC, 8ème édition) 

pN0 
pN0(i-)/(mol-) 

Étude immunohistochimique / moléculaire 
négative  

pN0(i+)/(mol+) ITC 

pN1 

pN1mi Micrométastase 

pN1a Macrométastases dans 1 à 3 ganglions axillaires 

pN1b Métastases mammaires internes histologiques 
mais non cliniquement apparentes 

pN1c = pN1a + pN1b 

pN2 

pN2a 
Métastases dans 4 à 9 ganglions axillaires 
lymphatiques 

pN2b 
Métastases dans des ganglions mammaires 
cliniquement apparents en l'absence de 
métastases ganglionnaires axillaires (idem cN2b) 

pN3 

pN3a Métastases dans 10+ ganglions lymphatiques 
axillaires ou dans les ganglions sous-claviculaires 

pN3b 

Métastases dans les ganglions lymphatiques 
mammaires internes homolatéraux cliniquement 
apparents en présence de ganglions axillaires 
positifs ; OU 
Métastases dans plus de 3 ganglions axillaires et 
dans les ganglions lymphatiques mammaires 
internes avec métastases microscopiques ou 
macroscopiques détectées par exérèse du 
ganglion sentinelle mais non cliniquement 
apparent (= pN2a + pN2b) 

pN3c 
Métastase(s) ganglionnaire(s) sus-claviculaire(s) 
homolatérale(s) (idem cN3c) 
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Tableau VI. Définitions de la classification M (TNM, UICC, AICC, 8ème édition) 
Mx Renseignements insuffisants pour classer les métastases à distance 
M0 Absence de métastase à distance 
cM0(i+) Présence de micrométastases (<0.2 mm)  

Présence de cellules ou ADN tumoraux en biopsie liquide 
Patient asymptomatique et bilan clinique + radiologique négatif 

cM1 Métastase à distance (clinique / radiologique) 
- Pulmonaire PULM 
- Osseuse OSS 
- Hépatique HEP 
- Surrénalienne ADR 
- Cérébrale BRA 
- Autres OTH 
- Médullaire MAR 
- Pleurale PLE 
- Péritonéale PER 
- Cutanée SKI 
- Lymphatiques (ganglions) LYM 

pM1 Métastase prouvée histologiquement 

 

 Enfin, outre la classification TNM, il existe aussi la classification du stade de la 

maladie, émise par l’UICC. Elle comporte 4 stades et se base sur la classification TNM. 

La stadification du cancer du sein est résumée dans le Tableau VII.  

 

Tableau VII. Stades du cancer du sein selon la classification de l’UICC.  
 N0 N1mi N1 N2 N3 Tout M1 

Tis 0 -- -- -- -- IV 
T0 -- IB IIA -- IIIC IV 
T1 IA IB IIA IIIA IIIC IV 
T2 IIA -- IIB IIIA IIIC IV 
T3 IIB -- IIIA IIIA IIIC IV 
T4 IIIB -- IIIB IIIB IIIC IV 

Tout M1 IV IV IV IV IV IV 
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1.1.7. Traitements 

1.1.7.1. Chirurgie 

1.1.7.1.1. Historique de la chirurgie du cancer du sein 

 Les interventions chirurgicales ont beaucoup évolué depuis les premières 

interventions qui étaient très mutilantes jusqu’à nos jours, où une approche moins 

invasive est préconisée.  

 L’histoire de la chirurgie moderne du cancer du sein commence en 1882, quand 

le chirurgien américain William S. Halsted commence à réaliser la mastectomie radicale 

pour soigner le cancer du sein, et publie ses résultats en 1894 (76). La mastectomie 

radicale selon Halsted consiste en une ablation du sein ainsi que des muscles pariétaux 

(grand et petit pectoral) et était associée à un curage axillaire (CA) des 3 niveaux de 

Berg et souvent un curage de la chaîne mammaire interne.  

 Cette intervention est restée la référence jusqu’à ce que les chirurgiens 

britanniques D. H. Patey et W. H. Dyson publient en 1948 une technique alternative 

moins mutilante (77). Cette intervention consiste en une ablation du sein et du muscle 

petit pectoral (mais en préservant le muscle grand pectoral) associée avec un CA des 

3 niveaux de Berg.  

 La mastectomie totale développée en 1972 par le chirurgien américain John L. 

Madden (78) est la technique utilisée actuellement. Elle consiste en une ablation du 

sein en préservant les muscles pectoraux et à un CA des niveaux I et II de Berg.  

 Ce n’est que à partir des années 1980 qu’apparaissent les premiers essais cliniques 

prospectifs randomisés comparant un traitement conservateur du sein (tumorectomie 
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et CA) versus un traitement radical (79, 80). La désescalade chirurgicale au niveau du 

creux axillaire débute dans les années 1990 avec le développement de la technique de 

la lymphadénectomie sélective sentinelle, ou technique du ganglion sentinelle (81). 

Cette technique est devenue la référence à partir du début des années 2000 suite aux 

résultats de l’essai contrôlé randomisé NSABP B-32 (82). Depuis, les indications du 

ganglion sentinelle sont en train de remplacer les indications du CA systématique.  

 

 

Figure 7. Historique de la chirurgie loco-régionale du cancer du sein 
 

1.1.7.1.2. Chirurgie de l’aire mammaire 

 Il existe deux types de chirurgie mammaire : le traitement conservateur (TC) et 

le traitement radical (mastectomie totale). Le TC consiste en la résection chirurgicale 

de la lésion cancéreuse avec une marge de sécurité tout en laissant en place le sein 

atteint avec un résultat esthétique correct. Pour réaliser ce type d’interventions, la 

lésion est repérée avant le geste, soit par guide métallique, soit marquage cutané grâce 

à la palpation, à la mammographie et l’échographie mammaire selon le contexte. On 
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réalise l'exérèse glandulaire de la peau jusqu'au plan du pectoral en passant au large 

de la tumeur (berge chirurgicale d'au moins 10 mm) par abord cutané direct de la 

tumeur. La pièce est orientée par des fils ou des clips métalliques et une radiographie 

per-opératoire de la pièce d’exérèse est réalisée afin de s’assurer de la présence de la 

lésion et des marges de sécurité correctes. On laisse également en place au niveau du 

lit tumoral de clips métalliques afin de faciliter le contourage du radiothérapeute. La 

glande est remodelée afin de limiter les séquelles esthétiques du traitement 

conservateur. Dans certains cas, un geste oncoplastique immédiat peut être réalisé. Les 

indications du TC sont :  

§ Si elle permet une exérèse complète de(s) lésion(s) cancéreuses 

§ Avec des berges saines 

§ Et ne compromet pas ou peu l’esthétique du sein 

Les contre-indications du TC sont :  

§ Refus de la patiente 

§ S’il est impossible : rapport des tailles, multicentricité, cancer inflammatoire 

§ Contre-indication à la radiothérapie 

 La mastectomie totale consiste en l’ablation du sein en totalité : la résection de 

toute la glande mammaire, de la majeure partie de la peau qui la recouvre, de la plaque 

aréolo-mamelonnaire et d’une éventuelle cicatrice de tumorectomie antérieure. On 

réalise une incision oblique qui emporte une palette cutanée comportant le mamelon 

et l’aréole. La glande est disséquée superficiellement en emportant les crêtes de Duret 

et en profondeur en emportant le fascia pré-pectoral. Les indications du TR sont :  
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§ Tumeur de plus de 5 cm (dans la plupart des cas) 

§ Tumeurs multicentriques 

§ Tumeur rétro-aréolaire si un geste conservateur n’est pas réalisable 

§ Récidive après traitement conservateur 

§ Désir de la patiente 

§ Contexte familial  

§ Contre-indication à la radiothérapie 

 Il existe plus de récidives en cas de traitement conservateur (0,5%/an pour le TC 

contre 2% à 20 ans pour le TR), mais la survie globale est identique (83). De plus, le 

risque de récidive post-opératoire diminue fortement avec l’ajout d’une radiothérapie 

post-opératoire (84).  

 Plus récemment, des nouvelles techniques chirurgicales se sont développées et sont 

associées à une reconstruction mammaire. Le terme de « mastectomie conservatrice » 

regroupe les mastectomies permettant de conserver l’étui cutané (skin-sparing 

mastectomy, ou SSM), avec ou sans la plaque aréolo-mamelonnaire (nipple-sparing 

mastectomy, NSM), en limitant les rançons cicatricielles et en assurant une 

reconstruction mammaire immédiate (RMI) (85). En effet, les répercussions psychiques 

des mastectomies, variables d’une femme à l’autre, peuvent entraîner des perturbations 

plus ou moins profondes de la féminité, de la sexualité et du bien-être. La RMI 

constitue une des réponses à la détresse psychique des femmes qui choisissent l’ablation 

de leurs seins. Néanmoins, la reconstruction ne dispense pas de la question du deuil du 

sein perdu et de l’appropriation du sein reconstruit, celle-ci étant facilitée par la 
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préservation de l’étui cutané et de la plaque aréolo-mamelonnaire (85). 

 

1.1.7.1.3. Chirurgie de l’aire axillaire 

 Il existe deux types de chirurgie axillaire : le CA et la lymphadénectomie sélective 

sentinelle. 

 La lymphadénectomie sélective sentinelle consiste en la détection, l’exérèse et 

l’analyse (extemporanée ou non) du/des ganglion(s) sentinelle(s) (GS). Le GS est défini 

comme le(s) premier(s) ganglion(s) recevant le drainage lymphatique du sein. Pour 

détecter le(s) GS en cancérologie mammaire, on réalise une méthode comportant 3 

techniques : 

§ La technique isotopique : réalisation d’une lymphoscintigraphie préopératoire avec 

l’injection la veille de l’intervention du Technétium 99-métastable. La 

lymphoscintigraphie de dresse une cartographie qui peut faciliter l’exécution du 

geste d’adénectomie sélective, et on utilise une sonde de détection gamma en per-

opératoire. 

§ La technique colorimétrique : injection de bleu de méthylène aux 4 points cardinaux 

péri-aréolaires après l’induction anesthésique 

§ La palpation per-opératoire : tout ganglion suspect est également prélevé.  

Les indications de la lymphadénectomie sélective sentinelle sont les suivantes :  

§ En cas de mastectomie totale pour les lésions de néoplasie canalaire in situ  

§ Pour toute tumeur de 5 cm ou moins, sans atteinte ganglionnaire palpable, avec 

éventuellement la mise en évidence d’une adénopathie métastatique unique 
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§ En cas de ganglion axillaire palpable mobile (N1) après une échographie axillaire 

éventuellement complétée par une cytoponction ou une microbiopsie ganglionnaire 

confirmant l'absence d'atteinte ganglionnaire 

§ En cas de tumeurs bifocales bénéficiant d'un traitement conservateur (plurifocaux 

de proximité) 

§ Après chirurgie tumorale préalable 

§ En pré- ou en post-chimiothérapie néo-adjuvante pour les patientes cN0 ou cN1 

après une exploration négative de l'aisselle (échographie axillaire et cytoponction 

ou biopsie ganglionnaire négative) 

 Le CA consiste en une résection des ganglions axillaires des niveaux 1 et 2 de 

Berg (les ganglions en dessous et en arrière du muscle petit pectoral, mais jamais au-

dessus du tendon du muscle petit pectoral). On résèque 10 ganglions au minimum, en 

conservant le nerf thoracique long, les nerfs intercosto-brachiaux et le pédicule thoraco-

dorsal. Les indications du CA sont :  

§ Tumeur > 5 cm 

§ Tumeur multifocale 

§ Atteinte ganglionnaire palpable prouvée par biopsie ou cytoponction ganglionnaire 

§ Présence de 3 ou plus ganglions macrométastatiques ou présence de rupture 

capsulaire macrosopique en cas de lymphadénectomie sélective sentinelle (à discuter 

par rapport à une radiothérapie axillaire) 

 Le CA comporte de nombreux effets secondaires par rapport à la 

lymphadénectomie sélective sentinelle : plus de lymphœdème (14-20% vs <1%), une 



58 

diminution de la mobilité (17-19% vs <1%) et de la sensibilité (40-78% vs 5%), plus 

de douleurs (20-30% vs 10%).  

   

1.1.7.2. Traitements systémiques 

 Les traitements systémiques constituent une partie importante du traitement du 

cancer du sein. Ils comprennent d’une part la chimiothérapie, mais également 

l’hormonothérapie, les thérapies ciblées et depuis plus récemment l’immunothérapie.  

 

1.1.7.2.1. Chimiothérapie 

 La chimiothérapie est un traitement du cancer qui utilise des médicaments ayant 

des propriétés cytotoxiques et visant à détruire les cellules cancéreuses. On associe 

plusieurs agents cytotoxiques dont le mode d’action est différent. Dans le cancer du 

sein, la décision se réalise de manière individuelle, l’indication dépendant d’une part 

du sous-type moléculaire, de la charge tumorale et du risque absolu de récidive ; et 

d’autre part de l’état général, de l’âge et des pathologies associées du patient. La 

chimiothérapie peut être administrée avant (néoadjuvante) ou après (adjuvante) la 

chirurgie avec des effets équivalents sur les résultats, comme l'a démontré pour la 

première fois l'essai NSABP-B18 (86). Différents protocoles existent en cancérologie 

mammaire (les classes thérapeutiques et les mécanismes d’action sont résumés dans le 

Tableau VIII) :  

§ Pour les tumeurs HER2-négatives 

- TC (docetaxel et cyclophosphamide) 
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- AC-T, dose dense (doxorubicine et cyclophosphamide puis paclitaxel)  

- AC (doxorubicine et cyclophosphamide)  

- TAC (docetaxel, doxorubicine, et cyclophosphamide)  

- CMF (cyclophosphamide, methotrexate et 5-fluorouracile)  

- (F)EC (epirubicine et cyclophosphamide, avec ou sans 5-fluorouracile) 

- (F)EC puis paclitaxel hebdomadaire ou docétaxel toutes les 3 semaines 

§ Pour les tumeurs HER2-positives (ou HER2-low) 

- TH (paclitaxel et trastuzumab) 

- TCH (docetaxel, carboplatine, et trastuzumab)  

- TCHP (trastuzumab, pertuzumab, carboplatine, et docetaxel) 

- AC-TH (doxorubicine et cyclophosphamide puis by paclitaxel et trastuzumab) 

- AC-THP (doxorubicine et cyclophosphamide puis paclitaxel, trastuzumab, et 

pertuzumab)  

- (F)EC-THP ((F)EC suivi de docetaxel, pertuzumab, et trastuzumab)  

- THP-(F)EC-H (docetaxel, trastuzumab, et pertuzumab neoadjuvants suivis de 

(F)EC adjuvants avec trastuzumab) 

- THP (docetaxel, trastuzumab, et pertuzumab)  

- Ado-trastuzumab-emtansine  

- Trastuzumab-deruxtecan  
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Tableau VIII. Les principales molécules cytotoxiques utilisées en cancérologie 
mammaire (traitements (néo)adjuvants) 
Molécule Classe thérapeutique Mécanisme d’action 
Cyclophosphamide Alkylant (moutardes 

azotées) 
Les agents alkylants possèdent des 
groupes réactifs (généralement des 
alkyles) qui se fixent sur l'ADN ou 
l'ARN, ce qui entraîne une 
interruption de la synthèse de 
l'ADN, de l'ARN ou des protéines. 

Carboplatine Alkylant 
(Organoplatines) 

Paclitaxel Poison du fuseau 
(antimicrotubule) 

Les agents antimicrotubules 
(inhibiteurs mitotiques) inhibent la 
mitose cellulaire en interférant avec 
la formation ou la fonction des 
microtubules. 

Docetaxel Poison du fuseau 
(antimicrotubule) 

Methotrexate  Antimétabolite 
(analogue de l'acide 
folique) 

Les antimétabolites sont des 
analogues structurels de molécules 
naturelles nécessaires à la synthèse 
de l'ADN et de l'ARN. Lorsqu'ils 
remplacent les substances naturelles 
du corps, ils perturbent la synthèse 
de l'ADN et de l'ARN. 

5-fluorouracile Antimétabolite 
(analogue 
pyrimidique) 

Doxorubicine Inhibiteur de 
topoisomérase 2 

Les inhibiteurs de la topoisomérase 
(I et II) provoquent des cassures de 
brins d'ADN en perturbant la 
fonction des enzymes topoisomérase, 
qui sont responsables de la régulation 
de la structure tridimensionnelle de 
l'ADN. 

Epirubicine Inhibiteur de 
topoisomérase 2 

 

1.1.7.2.2. Hormonothérapie 

 L'hormonothérapie a pour but d’empêcher l'action stimulante des hormones 

sexuelles sur les cellules cancéreuses. Les hormonothérapies agissent selon 3 principes 

différents qui sont utilisées dans le cancer du sein, avec une classe 

médicamenteuse correspondante :  

§ Inhibition de l’axe hypothalamo-hypophysaire : les analogues de la GnRH 

§ Inhibition de la synthèse enzymatique des hormones stéroïdiennes : les anti-
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aromatase 

§ Inhibition de l’action directe des hormones stéroïdiennes : les anti-estrogènes 

 Le traitement hormonal adjuvant est la norme pendant au moins 5 ans après 

l'intervention chirurgicale en cas de cancer du sein hormonosensible.  

 Les anti-estrogènes comprennent deux classes thérapeutiques : les SERM 

(Selective Estrogen Receptor Modulator) comme le tamoxifène et les SERD (Selective 

Estrogen Receptor Down regulator) comme le fulvestrant. Le tamoxifène est une pro-

drogue. Il est métabolisé en endoxifène, puis se lie au RE et bloque de manière 

compétitive la liaison des estrogènes. Le fulvestrant, plus récent, est un antagoniste 

pur des RE car il empêche sa dimérisation (nécessaire à son activation).  

 Chez les patientes préménopausées, le tamoxifène (anti-estrogène) est le 

traitement standard en situation adjuvante ; chez les patientes préménopausées à haut 

risque qui ont également reçu une chimiothérapie adjuvante, l'ajout d'une suppression 

ovarienne avec un analogue de l'hormone de libération des gonadotrophines (GnRH) 

(qui inhibe la production d'œstradiol) au tamoxifène améliore la survie sans maladie 

et la survie globale par rapport au tamoxifène seul, comme l'a démontré l'analyse 

conjointe des essais SOFT et TEXT (87).  

 Chez les femmes ménopausées, le tamoxifène et les inhibiteurs de l'aromatase 

peuvent être donnés. Par rapport au tamoxifène, l'administration d'un inhibiteur de 

l'aromatase pendant 5 ans réduit la mortalité due au cancer du sein d'environ 15 % 

(bénéfice relatif) (88). Le choix thérapeutique dépend du risque de rechute, des contre-

indications et de la tolérance.  
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 En ce qui concerne le cancer du sein hormonosensible HER2-négatif métastatique, 

plusieurs essais randomisés de phase III ont montré que les inhibiteurs de CDK4/6 (qui 

bloquent le cycle cellulaire) sont actifs et sont devenus l'option thérapeutique préférée 

en association avec l’hormonothérapie. Actuellement, quatre grands essais adjuvants 

internationaux évaluent l'ajout d'un inhibiteur de CDK4/6 à un traitement endocrinien 

pendant 2 à 3 ans chez des patientes atteintes d'un cancer du sein à un stade précoce, 

luminal, HER2-négatif, à risque intermédiaire ou élevé (44).  

 En situation métastatique, le traitement antihormonal de 1ère ligne comprend la 

l’association des inhibiteurs de l’aromatase et des inhibiteurs de CDK4/6, et chez les 

femmes ménopausées l’ajout d’une suppression ovarienne. Les SERD sont un 

traitement de 2ème ligne et sont indiqués en cas de progression sous ce traitement de 

1ère ligne ou en cas de rechute sous hormonothérapie.  

 

1.1.7.2.3. Thérapies ciblées 

 Les options thérapeutiques actuelles pour le cancer du sein s'orientent vers des 

thérapies ciblées moins toxiques qui peuvent être adaptées de manière individuelle. Il 

existe des options thérapeutiques ciblées pour les différents sous-types de cancer du 

sein, qui exploitent les différents moteurs de la carcinogenèse (89). Les thérapies ciblées 

anti-HER2 seront discutées dans la section « 1.2.3. Thérapies ciblées anti-HER2 », 

page 81. Toutefois, dans le cancer du sein HER2-positif peuvent apparaitre des 

résistances aux traitements y compris les thérapies ciblées anti-HER2. Cette résistance 

reste un problème majeur qui entrave l'efficacité des stratégies anti-HER2. Le principal 
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mécanisme de résistance est l'altération de la voie phosphatase and tensin homolog 

(PTEN)/ phosphoinositide 3-kinase (PI3K) /v-akt murine thymoma viral oncogene 

homolog (AKT). Les inhibiteurs de PI3K (de la sous-unité α), une autre thérapie ciblée, 

sont en cours d'évaluation dans le cancer du sein après le succès d'un inhibiteur de 

PI3K (alpelisib) dans le cancer du sein métastatique RE-positif et HER2-négatif (90). 

Certaines données précliniques indiquent le potentiel du ciblage PI3K/mTOR en 

association avec le trastuzumab pour le cancer du sein HER2-positif avec ou sans 

expression des RE (91). Cependant, le rôle de cette thérapie dans le cancer du sein 

HER2-positif avec mutations PIK3CA et/ou perte de PTEN n’est pas encore défini 

(91). 

 En cas de mise en évidence d’un variant délétère des gènes BRCA1/2 en germinal, 

un autre traitement est également disponible : les inhibiteurs de poly(ADP-ribose) 

polymerase (PARP). L'olaparib est indiqué dans le traitement adjuvant des patientes 

adultes atteintes d'un cancer du sein précoce à haut risque, muté dans la lignée 

germinale du gène de susceptibilité au cancer du sein (BRCA), HER2-négatif 

(hormonosensible ou non), et qui ont été traitées par chimiothérapie néoadjuvante ou 

adjuvante (92, 93). Ce traitement est indiqué pour la durée d’un an.  

 Des thérapies ciblées anti-angiogéniques telles que les anti-VEGF ont été évaluées 

dans le cancer du sein (notamment le phénotype triple négatif), tels que le 

bevacizumab. Les résultats ont montré des bénéfices insuffisants et par conséquent 

cette classe thérapeutique n’est actuellement pas recommandée (89).  
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1.1.7.2.4. Immunothérapie 

 L'immunothérapie du cancer représente une avancée significative de ces dernières 

années en oncologie. Elle a démontré une activité antitumorale impressionnante et un 

bénéfice clinique durable dans diverses tumeurs malignes, avec un succès récent dans 

le cancer du sein triple négatif (94). Historiquement considéré comme peu immunogène, 

le cancer du sein n'a pas fait l'objet d'études approfondies pour déterminer s'il était 

sensible à l'immunothérapie. Cependant, les récentes percées des inhibiteurs de check-

point immunitaire (ICI) dans d'autres cancers, associées aux preuves croissantes de 

l'influence du système immunitaire sur le comportement du cancer, ont conduit au 

développement d'essais cliniques évaluant différents types de stratégies thérapeutiques 

immunitaires pour les patientes atteintes d'un cancer du sein (95). La présence de 

lymphocytes infiltrant la tumeur (tumor-infiltrating lymphocytes, TIL) dans le 

microenvironnement tumoral reflète une réponse immunitaire antitumorale 

préexistante et est associée à un meilleur pronostic et à une meilleure réponse à la 

chimiothérapie (96).  

 Dans le cancer du sein triple négatif, l'association de l'immunothérapie basée sur 

les inhibiteurs de Programmed Death receptor-1 et son ligand (PD-1/PD-L1) avec la 

chimiothérapie s'est avérée efficace les essais cliniques de phase 3 à la fois dans les 

cancers du sein précoces et avancés. Ces résultats encourageants ont conduit aux 

premières autorisations des ICI dans le cancer du sein triple négatif et offrent ainsi de 

nouvelles possibilités thérapeutiques dans les tumeurs agressives et les populations 

difficiles à traiter (95). En outre, plusieurs essais étudient la combinaison 
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d'immunothérapies impliquant des ICI avec d’autres traitements oncologiques (97, 98) 

et avec d'autres stratégies immunothérapeutiques telles que les vaccins anticancéreux, 

les cellules CAR-T, les anticorps bispécifiques et les virus oncolytiques dans tous les 

sous-types de cancer du sein (95). 

 Actuellement en France, le pembrolizumab, un anticorps monoclonal humanisé 

anti-PD-1, en association avec la chimiothérapie néoadjuvante dans le cancer du sein 

de phénotype triple négatif est actuellement autorisé hors essai clinique. L’essai de 

phase 3 I-SPY2 avait montré une amélioration de la réponse au traitement systémique 

néoadjuvant (99). En ce qui concerne le cancer du sein HER2-positif, il existe moins 

de données dans la littérature et pour l’instant il n’y a pas eu d’autorisation de mise 

sur le marché (95).  

 

1.1.7.3. Radiothérapie 

 La radiothérapie est une technique consistant en l’utilisation de rayonnements 

ionisants pour détruire les cellules cancéreuses (100). La radiothérapie est utilisée dans 

un grand nombre de cancers solides ainsi que dans certaines hémopathies du fait de 

son impact thérapeutique majeur. On estime que plus de 50% des cancers diagnostiqués 

(tout type confondu) bénéficieront d’une radiothérapie (101). Il existe 4 types de 

particules utilisées dans la radiothérapie. Les photons et les électrons sont les plus 

répandus, et les protons et les ions carbones (hadronthérapie) sont en développement. 

L’irradiation d'une population de cellules produit une cascade d'événements physiques, 

chimiques, biochimiques puis biologiques aboutissant à la destruction des cellules ayant 
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des systèmes de réparation cellulaire défaillants, c’est-à-dire les cellules cancéreuses 

(102). 

 En cancérologie mammaire et hors situation métastatique, l'objectif de la 

radiothérapie adjuvante est d'éradiquer tout dépôt tumoral subsistant après 

l'intervention chirurgicale chez les patientes ayant eu une chirurgie conservatrice du 

sein ou une mastectomie (103). Cela permet de réduire le risque de récidive 

locorégionale et d'améliorer la survie globale et spécifique au cancer du sein. 

 La radiothérapie postopératoire améliore la survie sans maladie et la survie 

globale des patientes atteintes d'un cancer du sein au stade précoce avec atteinte des 

ganglions lymphatiques et/ou dans le cadre d'une thérapie conservatrice du sein, soit 

par l'élimination des cellules tumorales résiduelles (104) et/ou par l'induction d'un effet 

abscopal (processus probablement immunologique induit par la radiothérapie locale et 

agissant sur les cellules cancéreuses à distance, réduisant ainsi le risque d’évolution 

métastatique) (105). La réduction proportionnelle des récidives locorégionales par 

radiothérapie après chirurgie est, pour la plupart des indications, d’environ 75%, avec 

une relation dose-effet pour le contrôle local (106). Cependant, les bénéfices en termes 

de récidives, y compris les métastases à distance, montrent une interaction complexe 

avec les facteurs de risque de la tumeur primaire et l'efficacité de la thérapie systémique 

adjuvante (107). La radiothérapie loco-régionale diffère selon le traitement chirurgical 

(conservateur versus mastectomie totale) et comprend deux aires : l’aire mammaire 

(ou paroi thoracique en cas de mastectomie totale) et l’aire ganglionnaire (chaine 

mammaire interne et sus-claviculaire, l’irradiation axillaire ayant des indications 
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différentes).  

 En cas de traitement conservateur, la radiothérapie de l’aire mammaire consiste 

essentiellement une radiothérapie du sein entier (whole breast radiation therapy, 

WBRT). Cette radiothérapie réduit le taux de récidive locorégionale et le risque de 

décès par cancer du sein. Ces avantages de la radiothérapie du sein restant sont 

démontrés par la méta-analyse réalisée en 2011 par le Early Breast Cancer Trialists' 

Collaborative Group (EBCTCG), qui a inclus plus de 10000 femmes dans 17 essais 

(104). Cette méta-analyse a montré une réduction de près de 50 % du risque à 10 ans 

de récidive par rapport à la chirurgie conservatrice du sein seule (19 contre 35%, 

respectivement ; risque relatif [RR] 0,52, IC95% 0,48-0,56) ; ainsi qu’une réduction du 

risque de décès par cancer du sein sur 15 ans (21 contre 25 % ; RR 0,82, IC95% 0,75-

0,90). La radiothérapie du sein restant peut être complétée par une surimpression du 

lit tumoral (irradiation complémentaire de la zone mammaire où se situait la tumeur 

avant la chirurgie). Cette surimpression a pour but de réduire les taux de récidive 

locorégionale. Par ailleurs, d’autres techniques existent telles que l'irradiation partielle 

accélérée du sein, qui consiste en une radiothérapie limitée et ciblée qui délivre une 

dose plus élevée par jour à un volume limité de tissu, englobant le lit tumoral avec la 

marge sur une période plus courte et entraînant potentiellement moins de symptômes 

mammaires et d'effets secondaires cutanés tardifs.  

 La radiothérapie des aires ganglionnaires améliore le pronostic de la maladie sans 

augmenter la mortalité non liée au cancer du sein (106, 108, 109, 110). Actuellement, 

les patientes traitées par mastectomie totale atteintes de tumeurs de grande taille (>5 
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cm) et/ou ayant une atteinte ganglionnaire, ou en présence d'autres facteurs de 

mauvais pronostic, présentent une indication de radiothérapie (111).  

 Actuellement, la désescalade thérapeutique du cancer du sein concerne également 

la radiothérapie, en raison de ses effets secondaires potentiels (cutanés, fibrose, toxicité 

cardiaque et pulmonaire, et risque de cancer secondaire radio-induit). La réduction de 

la dose de la radiothérapie peut être obtenue par plusieurs moyens, notamment par des 

techniques basées sur le volume en utilisant des recommandations de contourage 

définies anatomiquement pour améliorer la couverture de la dose des tissus à risque 

tout en diminuant simultanément la taille des volumes irradiés. Par ailleurs, la 

réduction des indications permet aussi cette désescalade, par exemple en utilisant des 

signatures moléculaires dans les carcinomes canalaires in situ (112).  

 En situation métastatique, la radiothérapie permet d’irradier des localisations 

secondaires (à but antalgique, mais également dans un but curatif en cas de maladie 

oligo-métastatique notamment lorsqu’elle est uniquement osseuse) et parfois des lésions 

cutanées hémorragiques ou douloureuses.  
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1.2. Le cancer du sein HER2+ 

 Le cancer du sein est une maladie hétérogène, composée de différents sous-types 

biologiques qui ont des comportements et des pronostics distincts. Parmi ces 

phénotypes, l'amplification du récepteur 2 du human epidermal growth factor receptor 

2 (HER2) est présente dans 13 à 15 % des cas (44), toutefois ce taux peut varier de 8 

à 30%  selon le sous-type tumoral (113). L’amplification d’HER2 entraîne des tumeurs 

biologiquement plus agressives et ayant une sensibilité accrue à la chimiothérapie. 

Aujourd'hui, dans la pratique clinique, la positivité de HER2 est établie par le 

pathologiste à l'aide de l'immunohistochimie (IHC), éventuellement de l'hybridation in 

situ (ISH), conformément aux lignes directrices internationales (114). 

 

1.2.1. Le récepteur HER2 

 HER2 est une protéine transmembranaire et un récepteur à tyrosine kinase, qui 

appartient à la famille HER : human epidermal growth factor receptor (115). HER2 

est impliqué dans les voies de signalisation intracellulaire contrôlant la croissance, la 

survie, l’adhésion, la migration et la différenciation cellulaire. 

 

1.2.1.1. Historique d’HER2 

 L’historique de la découverte d’HER2 et de son rôle en tant que biomarqueur et 

cible thérapeutique est résumée dans la Figure 8, d’après la revue de la littérature de 

Swain et al. publiée en 2023 (116). En 1962, Stanley Cohen (117) a découvert la 

protéine responsable de l'ouverture des incisives et des paupières chez la souris, appelée 
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facteur de croissance épidermique (epidermal growth factor, EGF). La démonstration 

que le récepteur de l'EGF (EGFR) formait des complexes après la liaison de l'EGF a 

été postulée comme étant l'étape initiale de la croissance cellulaire. Par la suite, en 

1986, Stanley Cohen et Rita Levi-Montalcini ont reçu conjointement le prix Nobel de 

physiologie / médecine pour la découverte des facteurs de croissance. La description et 

la découverte des oncogènes a débuté au milieu des années 70 par Harold Varmus et 

Michael Bishop qui ont également reçu le prix Nobel de physiologie / médecine pour 

leur découverte montrant que les rétrovirus obtenaient des gènes cellulaires de l'hôte 

(c'est-à-dire des oncogènes). L'intersection de deux domaines scientifiques a permis de 

découvrir qu'il existait une homologie entre les oncogènes et les récepteurs de facteurs 

de croissance (116). 

 ErbB (un autre nom pour les récepteurs de l’Epidermal growth factor), a été 

initialement décrit en 1935 dans un rétrovirus d'érythroblastose aviaire. Ce nom est 

dérivé de celui du virus. On a découvert que v-erbB avait des propriétés transformantes 

et était un oncogène. Finalement, on a découvert que l'homologue 2 du virus de la 

leucémie érythroblastique (v-erbB2) était étroitement homologue de l'EGFR. En outre, 

on a pensé que l'EGFR avait été acquis à partir de l'oncogène c-erbB2. Il a été décrit 

que des lignées cellulaires de souris et d'autres animaux étaient transformées par de 

l'ADN de neuroblastome, de gliome et de carcinome (appelé plus tard neu) provenant 

de lignées cellulaires malignes de rat ou de souris. Une protéine de 185 kDa  a été 

trouvée pour induire la transformation par neu ; le gène neu était homologue à erb-B, 

et p185 était apparenté à EGFR (118). La séquence de l'EGFR publiée en 1984 a établi 
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qu'elle était similaire à v-erbB2 (116). 

 Des études de séquençage ont révélé que le récepteur tyrosine kinase HER2 

présentait une homologie étendue avec neu et que les deux étaient situés sur le 

chromosome 17 (119). HER2 et neu avaient des séquences différentes mais étaient 

étroitement liés au gène EGFR, situé sur le chromosome 7. Il a donc été déterminé que 

HER2 et neu étaient homologues de ERBB2 mais différents de EGFR (HER1). Par la 

suite, deux autres membres de la famille HER ont été décrits : HER3 sur le chromosome 

12 et HER4 sur le chromosome 2. Les domaines de liaison à la tyrosine de tous les 

HER sauf HER3 (qui n'a pas d'activité tyrosine kinase catalytique) sont similaires. Il 

a ensuite été démontré qu'un anticorps monoclonal (mAb) dirigé contre p185 dans des 

lignées cellulaires neu-transformées limitait leur phénotype transformé et inhibait la 

croissance tumorale chez la souris (120). Ces travaux ont été la preuve du concept de 

thérapie ciblant HER2 (116). 

 Des recherches ultérieures ont permis de déterminer que seule l'amplification du 

gène avec la surexpression de la protéine HER2 qui en résulte était nécessaire à la 

transformation cellulaire (121). La surexpression de HER2 a été constatée dans les 

tumeurs mammaires humaines, et les fonctions de signalisation et de transformation 

de HER2 conduisant à la croissance ont été associées à un mauvais pronostic (122). 

Ces travaux ont ouvert la voie au développement d'un anticorps monoclonal ciblant le 

récepteur HER2 dans le cancer du sein humain : un anticorps monoclonal murin contre 

HER2, m4D5, généré sur p185HER2 et réduisant la prolifération cellulaire, a stimulé 

le développement d'un anticorps monoclonal humanisé contre HER2, humAb4D5-8, 
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finalement nommé trastuzumab ou Herceptin (123). Les études cliniques de phase I et 

II démontrant l'activité du trastuzumab ont été suivies d'une étude d'enregistrement 

de phase III qui a conduit à l'approbation du trastuzumab en 1998 par la Food and 

Drugs Administration pour les patientes atteintes d'un cancer du sein métastatique 

HER2+ (124). 

 

 

Figure 8. Évolution d'HER2 en tant que biomarqueur et cible thérapeutique. 
Image reproduite d'après Swain et al. (2023) (116) 
 
A : traitement adjuvant ; M : traitement métastatique ; N : traitement néoadjuvant ; 
+ : approuvé en Chine uniquement ; * : M. Bishop et H. Varmus ont reçu le prix Nobel 
en 1989 pour cette découverte ; ** : S. Cohen et R. Levi-Montalcini ont reçu le prix 
Nobel en 1986 pour la découverte des facteurs de croissance et de leurs récepteurs. 
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1.2.1.2. Les récepteurs tyrosine kinase 

 Le processus de transduction du signal permet à une cellule de réguler ses 

processus internes et ses cascades de signalisation à la suite de la liaison d'un messager 

extracellulaire à un récepteur membranaire spécifique. Plusieurs types de récepteurs 

membranaires sont impliqués dans ce processus, notamment les récepteurs couplés à 

une protéine G, les récepteurs sérine/thréonine kinase et les récepteurs tyrosine kinase 

(RTK). Les RTKs ont été découverts il y a 43 ans par Hunter et Sefton (125). Environ 

20% du génome humain code pour des protéines qui participent à la transduction du 

signal. Ces protéines comprennent des kinases et des phosphatases qui régulent la 

phosphorylation des cascades de signalisation intracellulaire. Différentes familles de 

récepteurs tyrosine kinase existent, telles que les récepteurs de l'EGFR, les récepteurs 

à l'insuline, les récepteurs au VEGF, le récepteur au facteur de croissance des 

hépatocytes c-Met, etc. HER2 appartiennent à la famille HER : human epidermal 

growth factor receptor (115). HER2 est impliqué dans les voies de signalisation 

intracellulaire contrôlant la croissance, la survie, l’adhésion, la migration et la 

différenciation cellulaire. La famille HER est composée de 4 membres : HER1, HER2, 

HER3 et HER4. Les quatre protéines ERBB (ou EGFR) sont membres de la sous-

classe I de la superfamille des RTK ; elles comprennent EGFR/ERBB1/HER1, 

ERBB2/HER2, ERBB3/HER3 et ERBB4/HER4. Contrairement aux autres 

récepteurs ErbB, HER2 ne lie aucun des ligands ErbB (126, 127), tel que le Epidermal 

Growth Factor (EGF), le Transforming Growth Factor (TGF)-α, les neuregulines, etc. 
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1.2.1.3. Rôle physiologique d’HER2 

 La protéine HER2 est ubiquitaire, c’est-à-dire qu'elle est présente dans tous les 

tissus humains. Elle est particulièrement abondante dans la peau, les poumons, les 

muscles, le tractus gastro-intestinal, les seins, l'utérus et le placenta (128). La fonction 

physiologique de HER2 est importante dans l'organogenèse, notamment dans le 

développement cardiaque (129). L'activation des récepteurs HER2 favorise 

l'hypertrophie et la prolifération des cardiomyocytes adultes et embryonnaires, et elle 

réduit également l'apoptose des cardiomyocytes et participe à leurs mécanismes de 

réparation (130). Les souris KO pour HER2 meurent avant le 11ème jour de 

développement embryonnaire en raison d'une malformation cardiaque (131). De plus, 

HER2 est impliqué dans le développement normal de la glande mammaire (défaut de 

pénétration lors de l’organogenèse, anomalies architecturales et du développement des 

unités terminales ducto-lobulaires) (132).  

 

1.2.1.4. Structure d’HER2 

 HER2 est un récepteur transmembranaire composé de 4 domaines : un domaine 

extracellulaire (ECD), un transmembranaire (TMD), puis une région 

cytoplasmique/intracellulaire composée d'un domaine kinase (KD) et d'un domaine C-

terminal (CTD) (115, 133). L'ECD comprend quatre sous-domaines (I-IV) ; en 

l'absence de ligand, les domaines II et IV adoptent une conformation fermée auto-

inhibée. Lors de l'interaction du ligand entre les domaines I et III, le bras de 

dimérisation du domaine II se détache, ce qui entraîne l'homo- ou l'hétérodimérisation 
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du récepteur, l'activation de la kinase allostérique et la phosphorylation du CTD (133).  

 En l'absence de ligand, les récepteurs existent sous forme monomérique. La liaison 

du ligand sur le domaine extracellulaire (extracellular domain, ECD) du récepteur 

induit un changement de conformation de ce domaine, entraînant l'activation du 

récepteur et sa dimérisation (115, 134).  

 

1.2.1.5. Voies de signalisation d’HER2 

 L’association avec des protéines en aval détermine quelle voie sera activée. Il 

existe deux voies de signalisation intracellulaires principales qui peuvent être activées 

et aboutir à différents effets biologiques : la voie Ras/Raf/MAPK et la voie 

PI3K/Akt/mTOR (135).  

 L’hétérodimérisation d’HER2 avec HER1, HER3 ou HER4 se caractérise par un 

schéma d'autophosphorylation distinctif, qui sert de site d'ancrage pour les domaines 

de liaison SH2 ou phosphotyrosine. Shc, Grb7 et Sos2 sont des protéines adaptatrices 

qui activent la voie Ras/Raf/MAPK. Cette autophosphorylation permet une activation 

de la voie PI3K/Akt/mTOR.  En cas d’homodimérisation HER2/HER2, la voie 

PI3K/Akt/mTOR est activée (135).  

 HER2 participe à la voie de signalisation MAPK, l'une des voies les plus cruciales 

pour la prolifération cellulaire. Les trois principales sous-familles de MAPK 

comprennent les kinases régulées par le signal extracellulaire (ERK MAPK, 

Ras/Raf1/MEK/ERK), les c-Jun N-terminal ou les protéines kinases activées par le 

stress (JNK ou SAPK), et MAPK14 (135). Les MAP kinases activées phosphorylent 
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et activent des facteurs de transcription déjà présents dans le cytoplasme ou le noyau, 

ce qui entraîne l'expression de certains gènes cibles et une réponse biologique.  

 La voie PI3K-dépendante est une autre voie de signalisation associée à HER2. 

Les PI3K sont divisés en trois classes (I-III) en fonction de leurs substrats préférés et 

de l'homologie de leur séquence (136). Les différentes isoformes de chaque classe de 

PI3K et les différentes classes de PI3K jouent des rôles spécifiques dans la transduction 

des signaux cellulaires. HER2 active les PI3K de classe IA, qui sont des hétérodimères 

contenant une sous-unité catalytique et une sous-unité régulatrice (137). Le 

phosphoinositol-3,4,5-trisphosphate, se lie et active de nombreuses protéines, la 

protéine sérine/thréonine kinase AKT, communément appelée PKB, est l'une de ses 

principales cibles (138). Le recrutement de la protéine mammalian targets of 

rapamycin-rictor kinase (mTOR) et de la 3-phosphoinositide-dependent kinase (PDK1) 

conduisent à l'activation complète de l'AKT, qui à son tour phosphoryle de multiples 

protéines cibles et régule un certain nombre d'activités cellulaires. Les principales 

activités biologiques de la voie PI3K comprennent le métabolisme cellulaire, le cycle 

cellulaire et les fonctions liées à la survie cellulaire, la synthèse des protéines, la polarité 

et la motilité cellulaires (139). 

 L'activation de la signalisation d’HER2 déclenche de multiples réactions 

biologiques coordonnées, notamment la mitogenèse, la survie cellulaire, la migration 

cellulaire, l'angiogenèse et la régulation de la différenciation (139).  
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1.2.2. HER2 et cancer 

1.2.2.1. Amplification et surexpression d’HER2 

 L'amplification et la surexpression de HER2 jouent un rôle central dans 

l'initiation, la progression et la métastase de certains cancers, dont le cancer du sein, 

des ovaires, du poumon et de l'estomac (115). Les mutations génétiques dans les 

cancers du sein comprennent l'amplification du gène HER2, ce qui entraîne une 

surexpression de la protéine HER2 (115). En général, la surexpression de HER2 est 

associée à l'amplification génique, mais certaines tumeurs de caractère moins agressif 

présentent une expression élevée sans amplification génique (140). De plus, un sous-

ensemble de cancers du sein qui amplifient le gène HER2 ne surexpriment pas la 

protéine HER2 (141). La surexpression de la protéine HER2 conduit principalement à 

l'hétérodimérisation de HER2-HER3 (142). L'hétérodimère HER2-HER3 active 

plusieurs voies de signalisation : les voies PI3K/Akt/mTOR, JAK/STAT et 

Ras/Raf/MEK/ERK, entraînant un effet oncogène sur différentes caractéristiques du 

cancer comme l'immortalité et la survie (143).  

1.2.2.2. Diagnostic de l’amplification et de l’expression d’HER2 en 

cancérologie 

 Compte tenu de l'importance du statut HER2 pour le pronostic et la prise de 

décision thérapeutique, il est essentiel d'évaluer avec précision ce biomarqueur. Les 

méthodes standard de test de HER2 comprennent l'hybridation in situ (ISH), qui 
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quantifie le nombre de copies du gène HER2, et l'immunohistochimie (IHC), qui mesure 

l'expression de HER2 à la surface des cellules (116). L'IHC quantifie l'expression de 

HER2 à la surface des cellules en utilisant une coloration membranaire, tandis que 

l’ISH indique le niveau d'amplification du gène HER2. Généralement, les résultats 

équivoques de l'IHC sont confirmés par l’ISH. Les résultats obtenus à l'aide des 

méthodes de test actuelles ne sont pas sans ambiguïté, ce qui complique les décisions 

cliniques concernant l'utilisation d'une thérapie anti-HER2.  

 Le score immunohistochimique repose sur l’analyse de deux paramètres : 

l’intensité du signal et sa localisation (membranaire). Le score est noté de 0 à 3+. Les 

scores 0 ou 1+ sont considérés comme négatifs, le score 3+ classe la tumeur en tant 

que HER2-positive. Le score intermédiaire (2+) impose la réalisation d’un examen de 

deuxième ligne afin de mesurer l’amplification du gène HER2 : l’hybridation in situ. Il 

existe 3 différentes techniques : la fluorescence (FISH), la chromogène (CISH) et 

l’argent (SISH). La fiabilité des résultats de l'IHC est influencée par des variables pré-

analytiques, notamment la manipulation, la fixation et le stockage des échantillons, 

ainsi que la coloration (144, 145). La nature subjective de l'interprétation du 

pathologiste est également à l'origine de la variabilité des résultats de l'IHC, tout 

comme le manque de reproductibilité entre les laboratoires (146), notamment en cas 

de score 2+ (147).  

 Le principe de l’hybridation in situ est d’hybrider l'ADN de la tumeur avec deux 

sondes d’ADN révélables : une sonde complémentaire du gène HER2 et une deuxième 

sonde reconnaissant le centromère du chromosome 17 (CEP17, le gène HER2 étant 
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situé sur le chromosome 17). Les tests à double sonde indiquent le rapport entre HER2 

et CEP17, tandis que les tests à sonde unique indiquent directement le nombre de 

copies de HER2. Le CEP17 sert de contrôle interne. Bien que rare, la polysomie du 

chromosome 17 peut conduire à des résultats faussement négatifs pour l'amplification 

de HER2 (148). L’ISH présente certains inconvénients : elle est plus coûteuse, plus 

difficile sur le plan technique et prend plus de temps. Cependant, elle est associée à 

une variabilité inter-observateur moindre, est considérée comme assez précise et 

produit des résultats équivoques dans seulement 5% des cas environ (149). 

 Les recommendations de l'American Society of Clinical Oncology-College of 

American Pathologists (ASCO-CAP) évoluent pour améliorer la précision et l'utilité 

clinique du test HER2 en fournissant des algorithmes spécifiques (114, 150). La Figure 

9 résume les conditions de positivité d’HER2 en immunohistochimie ou en hybridation 

in situ d’après les recommandations de 2018. 
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Figure 9. Évaluation d'HER2 dans le cancer du sein. D'après les 
recommandations de l'ASCO/CAP 2018 (disponibles sur www.asco.org/breast-
cancer-guidelines) 
 

 Parallèlement aux techniques existantes, de nouvelles méthodes de quantification 

des niveaux de HER2 ou de normalisation des procédures sont à l'étude, notamment 

des tests quantitatifs pour mesurer l'expression d’HER2 en « single cell » (ARNm), la 

notation automatisée d’ISH, les signatures microARN dans le tissu tumoral primaire 

en tant qu'outil pronostique/prédictif et l'utilisation d'un système de spectrométrie de 

masse pour mesurer HER2 (116). De plus, des outils basés sur l'expression génique à 

des fins pronostiques et prédictives sont également en cours d'évaluation dans le cancer 

du sein HER2+, bien qu'aucun d'entre eux n'ait encore atteint une utilisation en 
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pratique clinique de routine (116). Enfin, des recherches récentes ont défini un 

phénotype « HER2 low » basé sur l'IHC (IHC 1+ ou 2+ et ISH négative), qui définit 

un groupe répondant au trastuzumab-deruxtecan (151).  

 

1.2.3. Thérapies ciblées anti-HER2 

 Outre sa valeur pronostique, la surexpression d’HER2 permet également de 

prédire la réponse à plusieurs thérapies ciblées anti-HER2, notamment les anticorps 

monoclonaux (AcM) tels que le trastuzumab et le pertuzumab, les inhibiteurs de la 

tyrosine kinase (TKI) - lapatinib, tucatinib - ainsi que les conjugués anticorps-

médicament (« antibody-drug conjugate », ADC) tels que l'ado-trastuzumab 

emtansine (T-DM1) et le trastuzumab-deruxtecan. 

 

1.2.3.1. Anticorps monoclonaux 

1.2.3.1.1. Trastuzumab 

 Le trastuzumab a été le premier AcM humanisé développé pour HER2 et a obtenu 

un succès remarquable. Le trastuzumab se lie au domaine extracellulaire (ECD) de 

HER2, inhibe les voies de signalisation intracellulaires de HER2, inhibe l'arrêt du cycle 

cellulaire et exerce une cytotoxicité à médiation cellulaire dépendante des anticorps 

(antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity, ADCC : mécanisme immunitaire par 

lequel les cellules effectrices cytotoxiques porteuses de récepteurs Fc peuvent 

reconnaître et tuer les cellules cibles recouvertes d'anticorps qui expriment à leur 

surface des antigènes tumoraux ou dérivés de pathogènes) (152). Les données 
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précliniques démontrant une synergie entre les agents cytotoxiques et le trastuzumab 

ont ouvert la voie à des essais cliniques portant sur des combinaisons de chimiothérapie 

pour le traitement du cancer du sein métastatique surexprimant HER2, puis dans le 

cadre du traitement adjuvant (153, 154, 155, 156). Tous les essais initiaux ont montré 

que le trastuzumab et la chimiothérapie donnaient des résultats favorables, ce qui a 

conduit à des autorisations rapides dans le cadre du traitement métastatique et curatif 

(116). Grâce à ces succès, le trastuzumab s'est imposé comme le traitement de choix 

pour les patientes atteintes d'un cancer du sein HER2+. 

 

1.2.3.1.1. Pertuzumab 

 Bien que le trastuzumab améliore les réponses et les résultats, un nombre 

important de patientes développent une résistance thérapeutique et une rechute (157). 

Par conséquent, un deuxième AcM anti-HER2 humanisé, le pertuzumab, a été mis au 

point puisqu’il pouvait avoir une action synergique avec le trastuzumab en ciblant un 

autre domaine d’HER2. Contrairement au trastuzumab, qui se lie à l'ECD IV de HER2, 

le pertuzumab se lie à l'ECD II, empêchant l'hétérodimérisation de HER2 avec HER1, 

HER3 et HER4, bloquant ainsi la signalisation tumorale en aval (158). Les mécanismes 

d'action complémentaires et l'effet des deux AcM sur l'activité antitumorale médiée 

par le système immunitaire via l'ADCC et/ou la cytotoxicité médiée par le complément 

(Complement-mediated cytotoxicity, CDC : mécanisme par lequel les cellules cibles 

recouvertes d'anticorps recrutent et activent les composants de la cascade du 

complément, conduisant à la formation d'un complexe d'attaque membranaire à la 
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surface de la cellule et à la lyse cellulaire qui s'ensuit) suggèrent un effet synergique 

des deux AcM (159). 

 Les essais associant ces deux AcM à la chimiothérapie dans le traitement du 

cancer du sein HER2+ au stade métastatique (160), en situation adjuvante (161) et 

néoadjuvante (162, 163) ont donné de meilleurs résultats que les associations 

trastuzumab et chimiothérapie.  

 

1.2.3.1.1. Margetuximab 

 L'efficacité du trastuzumab dépend en partie de l'ADCC médiée par son domaine 

Fc. Un nouvel AcM IgG1 anti-HER2, le margetuximab, possède un domaine Fc modifié 

pour augmenter l'affinité pour le récepteur Fcγ activateur et pour diminuer l'affinité 

pour le récepteur Fcγ inhibiteur exprimé sur les cellules effectrices immunitaires (116). 

Le domaine Fc optimisé confère une activité ADCC accrue contre les tumeurs HER2+ 

et stimule plus intensément l'ADCC que le trastuzumab ou le pertuzumab in vitro 

(164). Sur la base des résultats de l'étude SOPHIA (165), le margetuximab en 

association avec la chimiothérapie a été autorisé aux Etats-Unis. 

 

1.2.3.2. Anticorps conjugués 

 Les anticorps conjugués (antibody-drug conjugates, ADC) ont été conçus pour 

canaliser les effets cytotoxiques de la chimiothérapie vers des cellules tumorales 

spécifiques (116). Les CDA contiennent un anticorps ciblant la tumeur, lié de manière 

covalente à un médicament cytotoxique (« payload ») par l'intermédiaire d'un lien 
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synthétique (166). L'ADC est dirigé vers les cellules cancéreuses exprimant la cible (ici 

HER2) à la surface de la cellule, ce qui entraîne l'internalisation de l'ADC et la 

libération du cytotoxique, avec pour résultat la mort des cellules tumorales. Les liens 

synthétiques clivables des ADC permettent la libération du cytotoxique de la cellule 

cible vers l'espace extracellulaire, ce qui entraîne la destruction des cellules cancéreuses 

environnantes qui peuvent ne pas avoir une forte expression de la protéine cible. Cet 

effet accessoire renforce encore l'efficacité des ADC contre les cellules tumorales (167). 

 

1.2.3.2.1. Trastuzumab-emtansine (TDM-1) 

 L'ado-trastuzumab emtansine (T-DM1), le premier ADC anti-HER2 mis au 

point, est composé de trastuzumab relié par un lien stable au DM1, un dérivé de la 

maytansine (116). Le T-DM1 provoque une rupture mitotique et une apoptose dans 

les lignées cellulaires surexprimant HER2, indépendamment de leur sensibilité au 

trastuzumab et au lapatinib (168). Le T-DM1 a montré une amélioration la survie 

globale et sans progression en situation métastatique dans des essais randomisés même 

en cas de résistance au trastuzumab (169). Bien que la tentative de remplacer le 

trastuzumab par le T-DM1 dans le cadre des traitements néoadjuvants à double 

blocage anti-HER2 n'ait pas été favorable, le T-DM1 réduit le risque de récidive chez 

les patientes sans réponse histologique complète d'emblée après un traitement 

systémique néoadjuvant (170). Le T-DM1 a également démontré un intérêt dans un 

sous-groupe de patientes ayant des métastases cérébrales dans l'étude KAMILLA 

(171). 
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1.2.3.2.2. Trastuzumab-deruxtecan 

 Trastuzumab-deruxtecan (T-DXd) est un ADC anti-HER2 composé d'un 

anticorps anti-HER2 (ayant la même séquence en acides aminés que le trastuzumab), 

d'un tétrapeptide clivable (ou « linker ») et d'un inhibiteur de la topoisomérase I 

cytotoxique (deruxtecan, DXd) (172, 173). Le lien synthétique du DXd est 

sélectivement clivé par les cathepsines, qui sont surexprimées dans les tumeurs, ce qui 

libère le DXd de préférence à l'intérieur des cellules cancéreuses (116). Cette 

caractéristique, associée à la courte demi-vie du DXd in vivo, limite l'exposition 

systémique de l'agent cytotoxique, dans le but de réduire la toxicité (116). La grande 

perméabilité membranaire du DXd permet d'obtenir des effets secondaires locaux, 

conduisant à la mort des cellules tumorales dans le microenvironnement tumoral (172). 

 T-DXd en monothérapie a démontré une activité antitumorale impressionnante 

en situation métastatique réfractaire et une amélioration sans précédent de la survie 

sans progression par rapport au T-DM1 en deuxième ligne (173, 174, 175). T-DXd a 

également montré une activité encourageante dans les métastases cérébrales dans l’essai 

DESTINY-Breast01 (176).  

 Une caractéristique unique de T-DXd est sa capacité à cibler le cancer du sein 

métastatique HER2-low, comme l'a montré l'activité dans ce sous-groupe de patients 

lors d'un essai de phase I (175). Cette efficacité remarquable semble multifactorielle et 

repose sur les caractéristiques améliorées du T-DXd par rapport au T-DM1, la capacité 

à administrer une dose plus élevée et l'effet de diffusion dans le micro-environnement 



86 

tumoral qui s'attaque à l'hétérogénéité intratumorale de HER2 (116). T-DXd a 

démontré des améliorations statistiquement et cliniquement significatives de la survie 

globale et sans progression dans l'essai de phase III DESTINY-Breast04 dans le cancer 

du sein métastatique HER2-low (177). Ces résultats sont susceptibles de redéfinir la 

nomenclature autour de l'expression de HER2 et de ce qui est considéré comme 

actionnable en termes d'expression de HER2 (116).  

 Les résultats récents de l'étude DAISY ont montré que l'activité antitumorale de 

T-DXd était associée au niveau d'expression de HER2 dans le MBC HER2+89. Il est 

intéressant de noter qu'un pourcentage élevé de cellules HER2 IHC 0 dans la tumeur 

et leur distribution spatiale par rapport aux cellules surexprimant HER2 étaient 

associés à une réponse moindre à T-DXd. Cela souligne la nécessité de développer des 

méthodes plus sensibles pour la détection de l'expression de HER2 et de nouvelles 

technologies pour évaluer l'expression hétérogène de HER2 au sein de la tumeur.  

 

1.2.3.3. Inhibiteurs de tyrosine kinase 

 Les inhibiteurs de tyrosine kinase (TKI) sont de petites molécules qui ciblent le 

domaine kinase catalytique intracellulaire de HER2, entrant en compétition avec 

l'ATP, bloquant la phosphorylation nécessaire à l’activation des cascades de 

signalisation en aval (116).  

 

 

1.2.3.3.1. Lapatinib 
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 Le lapatinib, un dérivé de la 4-anilinoquinazoline, est un inhibiteur réversible de 

l'EGFR (également connu sous le nom de HER1) et de HER2, avec une activité dans 

les tumeurs HER2-positives qui sont insensibles au trastuzumab (178). Le lapatinib 

surmonte la résistance au trastuzumab médiée par l'augmentation du insulin-like 

growth factor 1 receptor (IGF1R) en bloquant la communication entre HER2 et IGF1R 

(179), et ceci indépendamment de l’extracelluar domain (ECD) d’HER2 Les lignées 

cellulaires et les xénogreffes exprimant la variante p95HER2 dépourvue de l'ECD liant 

le trastuzumab étaient sensibles au lapatinib, probablement parce qu'il cible le domaine 

kinase intracellulaire de HER2 (180). Les données précliniques ont étayé le 

développement clinique du lapatinib dans le cancer du sein HER2-positif résistant au 

trastuzumab (181). Le lapatinib en association avec la capécitabine (un antimétabolite) 

était supérieur à la capécitabine seule dans les cancers du sein avancés HER2+ traités 

au trastuzumab (182), et le doublet lapatinib-letrozole (inhibiteur de l’aromatase) était 

plus efficace que le létrozole seul pour les tumeurs métastatiques hormonosensibles 

HER2-positives (183), ce qui a conduit à l'approbation réglementaire de ces 

associations.  

 Le lapatinib a également un rôle important dans le traitement des métastases 

cérébrales du cancer du sein HER2-positif. En effet, jusqu’à 50% des patientes atteintes 

d’un cancer du sein HER2-positif développent des métastases du système nerveux 

central (SNC) (184). D’un point de vue pharmacologique, la barrière hémato-tumorale 

(BHT), qui évolue à partir de la barrière hémato-encéphalique (BHE), régule la 

distribution des médicaments dans les métastases cérébrales, ce qui pose un défi en 
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pratique clinique (185). Il a été suggéré que la grande taille des anticorps HER2 (par 

exemple, le trastuzumab) empêche la pénétration de la BHE et l'efficacité dans le SNC. 

Le lapatinib, en raison de sa petite taille et de sa puissante activité anti-HER2, a 

présenté un moyen de contourner cet écueil. Le lapatinib, en monothérapie et en 

association, a permis de réduire les taux de progression au niveau du SNC dans les cas 

de cancer du sein HER2-positif, y compris chez les patients présentant des métastases 

cérébrales non traitées auparavant (181). Ces données ont incité à perfectionner les 

inhibiteurs de la tyrosine kinase de nouvelle génération pour s'attaquer au problème 

croissant des métastases cérébrales associées au cancer du sein HER2+ (116). 

 

1.2.3.3.2. Neraparib 

 Contrairement au lapatinib, le nératinib (HKI-272) est un TKI pan-HER 

irréversible qui cible l'EGFR, l'HER2 et l'HER4 (186). Le nératinib inhibe la croissance 

des lignées cellulaires résistantes au trastuzumab et est synergique avec le trastuzumab 

(187). Son mécanisme d’action permet d’obtenir une réponse également en cas de 

survenue de mutations somatiques d’HER2, qui peuvent être responsables d’une 

mauvaise réponse aux anticorps monoclonaux et au lapatinib notamment en situation 

métastatique (187, 188).  

 De même que le lapatinib, l'association nératinib-capécitabine a amélioré les 

résultats dans les cancers du sein métastatiques HER2+ (189), mais étant donné le 

développement rapide de nouvelles thérapies ciblant HER2, y compris de nouveaux 

TKI moins toxiques et plus efficaces, le rôle de l'association nératinib-capécitabine 
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semble limité (116, 181). 

 

1.2.3.3.1. Pyrotinib 

 Le pyrotinib, un autre TKI pan-HER et irréversible qui cible l'EGFR, l'HER2 et 

l'HER4, a été approuvé en Chine en association avec la capécitabine dans le cancer du 

sein métastatique HER2+ traité avec du trastuzumab et un taxane (190). Pour 

l’instant plusieurs essais sont en cours et on ne sait pas si son utilisation s’étendra dans 

d’autres pays (116).  

 

1.2.3.3.1. Tucatinib 

 Le tucatinib est un puissant inhibiteur de la tyrosine kinase spécifique de HER2, 

administré par voie orale, dont l'activité sur HER2 est > 1000 fois supérieure à celle 

sur EGFR (191). Le tucatinib a démontré une pénétration du SNC dans des modèles 

de xénogreffes intracrâniennes et s'est avéré supérieur au lapatinib dans des études 

précliniques (192). L'essai contrôlé randomisé HER2CLIMB a démontré la supériorité 

de l'association tucatinib + capécitabine-trastuzumab en termes de survie sans 

progression et de survie globale dans le cancer du sein HER2+ métastatique 

précédemment traité par des thérapies anti-HER (193). HER2CLIMB est le premier 

essai randomisé à démontrer des bénéfices cliniquement significatifs chez des patients 

atteints de métastases cérébrales HER2+ (193). Le tucatinib a été approuvé pour le 

traitement du cancer du sein HER2+, y compris chez les patients présentant des 

métastases au niveau du système nerveux central. Les essais en cours sur le tucatinib 
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évaluent ce traitement en tant que première ligne métastaatique, en adjuvant (en cas 

d’absence de réponse histologique complète après traitement néoadjuvant) et en 

néoadjuvant (116). 

 

1.2.4. Résistances aux thérapies ciblées 

 La résistance aux thérapies anti-HER2 peut se produire par de multiples 

mécanismes, dont certains semblent être partagés par différents traitements (116) :  

Des altérations de la famille HER : soit par des mutations dans HER2 (194) conduisant 

à l'activation des voies PI3K-AKT et RAS-MAPK, soit par des mutations 

concomitantes de HER2 et HER3 (195) conduisant à l'activation de la voie PI3K-AKT. 

Ces résistances peuvent être outrepassées par le neratinib en cas de mutation d’HER2 

ou par les inhibiteurs de PI3Kα (alpelisib) en cas de mutation d’HER3.  

La perte ou le masquage de l'épitope HER2 : par la perte du domaine extracellulaire 

d’HER2 dans les cellules surexprimant le récepteur p95HER2  (une version « tronquée » 

uniquement sous-membranaire d’HER2) (196); le masquage du site de liaison du 

trastuzumab sur HER2 en raison de la surexpression de la mucine 4 (MUC4) 

(notamment en cas de tumeur RH+/HER2+) et du complexe hyaluronane 

polymérique-CD44 (197). Ces résistances peuvent être contournées par l’utilisation de 

TKI ou par l’utilisation d’inhibiteurs de TNF (qui pourront réguler la production de 

MUC4 et démasquer les épitopes d’HER2).   

L’activation des voies compensatrices : les mutations de PIK3CA entraînent 

l'activation de la voie PI3K-AKT (198), où les inhibiteurs spécifiques de PI3K sont en 
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cours d’étude (les inhibiteurs de mTOR ont été évalués mais étaient responsables d’une 

toxicité trop importante en association) ; en cas de surexpression du gène de la cycline 

D1 (199), où les inhibiteurs de CDK4/6 sont en cours d’étude ; et les mutations de 

MEK-ERK (200), qui seraient accessibles à une inhibition directe dans le futur  

L’hétérogénéité d’HER2 : l'expression hétérogène d’HER2 entraîne une diminution de 

la sensibilité aux thérapies ciblées anti-HER2 (201). Dans ce contexte, les ADC 

(notamment le T-DXd) pourraient permettre de surmonter cette résistance.  
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Figure 10. Mécanismes de résistance aux traitements anti-HER2. Image 
reproduite d'après Swain et al. (2023) (116) 
 

 D’autres mécanismes de résistance sont actuellement en cours d’investigation, 

notamment l’effet immunosuppresseur du micro-environnement tumoral, l’implication 

de certains macrophages spécifiques et d’autres cibles telles que RAC1, CDK12 and 

VTCN1 (116).  
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1.2.5. Les thérapies anti-HER2 de nouvelle génération 

 L'évolution constante du cancer et sa capacité à échapper aux thérapies existantes 

ont souligné la nécessité de poursuivre le développement de thérapies. Des anticorps 

ciblant d'autres domaines HER2 ou d'autres membres de la famille HER ont été étudiés 

dans le but de bloquer plus complètement HER2 et d'atténuer les effets sur les voies 

de signalisation en aval. De nouveaux ADC contenant des cytotoxiques différents pour 

éviter la résistance croisée aux thérapies existantes ou de nouveaux liens synthétiques 

pour compenser la toxicité hors cible sont également activement recherchés. 

 Le fait que la dimérisation HER2-HER3 soit importante pour la signalisation 

induite par HER2, ainsi les résultats positifs des essais sur le pertuzumab ont étayé 

une stratégie visant HER3, qui joue un rôle crucial dans la tumorigenèse médiée par 

HER2. Plusieurs anticorps ciblant HER3 ont été évalués au cours de la dernière 

décennie, ciblant principalement l'ECD de HER3 (par exemple, le seribantumab et le 

patritumab) et certains avec des modifications pour améliorer l'ADCC (par exemple, 

le lumretuzumab) ou pour piéger HER3 dans une conformation inactive (elgemtumab) 

(116). Bien que ces médicaments aient montré une activité préliminaire prometteuse, 

aujourd'hui l'accent est mis sur les nouveaux ADC qui ciblent HER2 ou HER3. En 

outre, des anticorps bispécifiques qui ciblent plusieurs épitopes de HER2, ou HER2 et 

HER3 réunis en une seule molécule sont en cours d’investigation.  

 Compte tenu du succès du T-DM1 et du T-DXd, plus d'une douzaine d'ADC 

ciblant HER2 sont actuellement en cours de développement clinique, dans le but 

d'améliorer l'index thérapeutique et l'efficacité : le trastuzumab duocarmycine (anti-
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HER2 + duocarmycine, un alkylant) ; l’ARX788 (anti-HER2 + dolastatine, ayant un 

lien synthétique stable permettant une toxicité moindre) ; le disitamab vedotin 

(hertuzumab + monométhyl auristatin E, ne présentant pas de résistance lysosomale) ; 

le zanidatamab zovodotin (ADC bispécifique anti-HER2 sur les domaines ECD II et 

IV) ; l’ALTA-ADC (pertuzumab + cytotoxique avec dissociation endosomale) ; ADC 

au thorium-227 (libération de radionucléotides à rayonnement α) (116). Ces ADC 

diffèrent par leur cytotoxique, leur ratio cytotoxique/anticorps, leur lien synthétique 

ou l'épitope HER2 ciblé (116).  

 Le ciblage du domaine kinase intracellulaire de HER2 à l'aide d'inhibiteurs à 

petites molécules continue d'être étudié avec les inhibiteurs de tyrosine kinase de 

nouvelle génération, tels que le DZD1516 ou le BDTX-189 (116). Cette classe de 

composés est intéressante en raison de leur capacité unique à traverser la BHE et la 

BTB, bien que certains composés posent un défi en raison des effets secondaires (116).  

 Enfin, les progrès de la biologie et de l'ingénierie des anticorps ont conduit au 

développement d'anticorps bispécifiques qui contiennent deux sites de liaison dirigés 

contre deux antigènes distincts ou, inversement, qui peuvent cibler deux épitopes 

distincts sur le même antigène. Ce format permet une grande diversité, car les 

bispécifiques peuvent également cibler un antigène avec un seul site de liaison, l'autre 

site pouvant être une cible immunitaire susceptible de provoquer un effet synergique : 

CD3, CD16, PDL1, CD137, TLR7/8, cellules NK, etc. (116).  

 Par ailleurs, d’autres modes d’actions tel que la dégradation ciblée de protéine 

par les proteolysis-targeting chimeras (PROTACs) ou les antibody neodegrader 
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conjugate (AnDC), les combinations avec les inhibiteurs de checkpoint immunitaire, 

les immunotoxines, les thérapies cellulaires (Chimeric antigen receptors (CARs)-

macrophages ou CAR-NK) et les vaccins sont également à l’étude (116).  
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1.3. Le traitement systémique néoadjuvant (TSN) 

1.3.1. Schémas du TSN pour les cancers HER2+ 

 Le traitement néoadjuvant standard pour les patientes atteintes d'un cancer du 

sein HER2-positif consiste en une chimiothérapie et un traitement ciblé anti-HER2, en 

particulier le trastuzumab, avec ou sans pertuzumab. Très peu d'études randomisées 

de grande envergure ont comparé différents schémas de chimiothérapie, en particulier 

en ce qui concerne leur impact sur survie. Par conséquent, un certain nombre de 

schémas de chimiothérapie peuvent être considérés comme appropriés et dépendent des 

pratiques et des comorbidités des patientes. En plus des protocoles de chimiothérapie, 

un traitement anti-HER2 est incorporé à la chimiothérapie néoadjuvante. Le 

trastuzumab est indiqué car il permet d’améliorer le taux de réponse pathologique 

complète (pCR) ainsi que la survie (spécifique et globale) par plusieurs études 

randomisées et méta-analyses (202, 203, 204). En plus de la chimiothérapie et du 

trastuzumab, un deuxième anticorps monoclonal anti-HER2 peut être également 

administré : le pertuzumab. Certains essais contrôlés randomisés ont été publiés 

(Neosphere et TRYAPHENA notamment (162, 205)) et certaines équipes administrent 

le double blocage anti-HER2 en néoadjuvant pour les tumeurs localement avancées ; 

toutefois, en France le pertuzumab n’as pas d’indications en néoadjuvant actuellement. 

Ci-dessous sont décrits les principaux protocoles du TSN dans le cancer du sein HER2-

positif : 

§ TCH(P) : Docetaxel et carboplatine toutes les trois semaines pendant six cycles 

avec trastuzumab concomitant, avec ou sans pertuzumab.  
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§ wPCbH(P) : (weekly, hebdomadaire) Paclitaxel hebdomadaire avec carboplatine, 

administré soit toutes les trois semaines, soit toutes les semaines, avec trastuzumab 

concomitant, avec ou sans pertuzumab, pendant 18 semaines.  

§ AC-TH(P) - Doxorubicine et cyclophosphamide (AC) toutes les deux ou trois 

semaines pendant quatre cycles, suivis de paclitaxel, toutes les semaines pendant 

12 semaines (wP), ou de docétaxel toutes les trois semaines pendant quatre cycles. 

Le trastuzumab, hebdomadaire pendant 12 semaines ou toutes les trois semaines 

pendant quatre cycles, est commencé en même temps que le taxane. Si du 

pertuzumab est ajouté, il doit également être commencé avec l'initiation du taxane 

et administré toutes les trois semaines pendant quatre cycles. 

§ TH(P)-AC - Les mêmes traitements discutés ci-dessus administrés dans l'ordre 

inverse, ce qui peut entraîner moins de cardiotoxicité. Notez que le trastuzumab (et 

le pertuzumab, s'il est ajouté) est généralement maintenu pendant la partie AC de 

ce traitement. 

§ FEC/EC-TH(P) ou TH(P)-FEC/EC - Fluorouracil, épirubicine et 

cyclophosphamide (FEC) toutes les trois semaines pendant trois à quatre cycles ou 

épirubicine et cyclophosphamide (EC) toutes les trois semaines pendant quatre 

cycles. Comme pour l'AC-TH(P), le trastuzumab avec ou sans pertuzumab est 

administré en même temps que le taxane uniquement.  

 

 Pour les patientes atteintes d'un cancer HER2-positif à faible risque, tel que le 

stade clinique I (T1N0), chez qui un traitement néoadjuvant est jugé justifié en raison 
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de la taille de la tumeur (par rapport au sein de la patiente), de sa localisation ou de 

la nécessité de retarder la chirurgie, le paclitaxel hebdomadaire associé au trastuzumab 

(avec ou sans pertuzumab) pendant 12 semaines peut être utilisé, en raison de son 

efficacité et de sa tolérabilité dans le cadre du traitement adjuvant (206). 

 

1.3.2. Indications du TSN pour les cancers HER2+ 

 Le traitement systémique néoadjuvant (TSN) est indiqué pour de nombreuses 

patientes atteintes d'un cancer du sein localement avancé (défini comme un stade IIB-

III), quel qu'en soit le sous-type moléculaire, car la réponse au traitement peut 

permettre à la fois une chirurgie moins lourde et de meilleurs résultats chirurgicaux. 

En cas de cancer HER2-positif à un stade plus précoce (stade clinique I ou II), les 

patientes peuvent également être candidates à un TSN si un ou plusieurs des critères 

suivants s'appliquent : 

§ La réduction de la taille tumorale permettrait un traitement chirurgical 

conservateur susceptible d'avoir un résultat meilleur. 

§ La chirurgie doit être reportée dans l'attente d'une consultation avec la chirurgie 

plastique concernant la reconstruction mammaire, les résultats d'un test génétique 

ou la résolution d'une maladie intercurrente, ou d’une grossesse, et permettant ainsi 

de ne pas retarder l'initiation du traitement. 

§ Un traitement postopératoire par ado-trastuzumab emtansine (T-DM1) serait 

envisagé si la patiente présentait une maladie invasive résiduelle dans le sein ou les 

ganglions axillaires 
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 Ces considérations sont particulièrement adaptées aux patientes atteintes d'un 

cancer du sein HER2-positif, étant donné les taux élevés de pCR observés avec le TSN. 

 Pour certaines équipes (notamment aux États-Unis), le TSN peut être discuté si 

la patiente présente une atteinte limitée des ganglions axillaires selon l'évaluation 

clinique (cN1), pour laquelle le curage ganglionnaire axillaire constituerait la prise en 

charge chirurgicale standard, mais pourrait être candidate à une lymphadénectomie 

sélective sentinelle seule si elle est « convertie » en statut ganglionnaire cliniquement 

négatif (ycN0). Toutefois, cette prise en charge n’est pas validée en dehors d’essais 

clinique actuellement, puisque les données sur sa sécurité sont insuffisantes.  

 

1.3.3. Réponse au TSN 

1.3.3.1. Quantification et mesure 

 La mesure de la réponse au traitement systémique néoadjuvant est réalisée au 

cours de ce traitement de manière clinique et par imagerie, puis en post-opératoire en 

histologie. Au cours du traitement néoadjuvant, on réalise des examens cliniques 

réguliers pour évaluer l’efficacité du traitement en mesurant la taille de la tumeur, les 

signes d’évolutivité locale (atteinte cutanée, mastite carcinomateuse) et l’atteinte 

ganglionnaire. Ce bilan clinique est complété par une évaluation radiologique qui 

comporte mammographies, échographie et IRM mammaire. L’intérêt de cette 

évaluation est de modifier le protocole médicamenteux en cas de mauvaise réponse ou 

de progression en cours de traitement, ainsi que d’avancer la date de la chirurgie si 

nécessaire.  
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 La réponse histologique est analysée sur la pièce tumorale mammaire et 

ganglionnaire en anatomopathologie. La réponse histologique complète (pathological 

complete response, ou pCR) est définie par une absence totale de cellules 

carcinomateuses infiltrantes sur les tissus analysés. La présence de lésions in situ 

résiduelles est considérée comme une réponse histologique complète puisque les lésions 

in situ ne sont pas sensibles à la chimiothérapie. On parle donc de pCR pour les stades 

ypT0N0 ou ypTisN0. Dans les essais cliniques, la quantification de la pCR peut être 

réalisée de deux manières : soit de manière binaire (oui/non, avec un calcul du taux de 

patients en pCR), soit de manière continue avec des échelles (Chevallier, Sataloff, 

Residual Cancer Burden).  

 La classification de Chevallier est plus ancienne et comprend 4 classes (la 1 et 2 

étant considérées comme pCR) :  

§ Classe 1 : rémission complète : disparition tumorale complète macroscopique et 

microscopique dans le sein et l'aisselle 

§ Classe 2 : carcinome in situ, pas d'atteinte ganglionnaire 

§ Classe 3 : carcinome invasif avec altération stromale 

§ Classe 4 : rares altérations ou absence d'altération des cellules tumorales. 

 

 La classification de Sataloff fait la différence entre la réponse au niveau de la 

tumeur primaire (T) et des ganglions axillaires (N). Les patientes TA-NA ou TA-NB 

sont considérées en pCR. Au niveau de la tumeur primaire il existe 4 catégories :  

§ TA : effet thérapeutique total ou presque total 
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§ TB : effet thérapeutique de plus de 50 % mais pas total  

§ TC : moins de 50 % d'effet thérapeutique  

§ TD : pas d'effet thérapeutique. 

Au niveau des ganglions axillaires il existe également 4 catégories :  

§ NA : évidence d'un effet thérapeutique, pas de maladie résiduelle  

§ NB : pas de métastase ou d'effet thérapeutique  

§ NC : évidence d'un effet thérapeutique mais métastase axillaire toujours présente  

§ ND : métastase axillaire toujours présente et viable et pas d'effet thérapeutique. 

 En 2007, une classification nommée « Residual Cancer Burden » (RCB) du MD 

Anderson a été publiée et elle permet d’évaluer le pronostic de manière plus précise 

selon le taux de réponse histologique (207). On évalue la réponse au niveau de la 

tumeur primaire en calculant l’aire de la tumeur, la cellularité et le pourcentage de 

lésions in situ ; puis au niveau axillaire par le nombre de ganglions positifs et le 

diamètre de la plus grande métastase. Ensuite, une application web existe pour calculer 

le score RCB de manière continue (www3.mdanderson.org) allant de 0 à 5. A partir de 

ce score, le RCB est catégorisé en 4 classes :  

§ RCB 0 = pCR 

§ RCB I = quasi-pCR 

§ RCB II 

§ RCB III = pas de réponse 
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1.3.3.2. Les taux de réponse histologique complète 

 Les taux de réponse histologique complète varient selon le sous-type moléculaire, 

le type de traitement néoadjuvant, ainsi que des paramètres clinico-pathologiques tels 

que le haut grade, l’expression du Ki67, l’invasion lympho-vasculaire et la taille 

tumorale (208, 209, 210, 211, 212). En 2014, Cortazar et al. ont publié une méta-

analyse qui regroupait 12 essais cliniques représentant 11955 patientes (202). Les 

auteurs ont retrouvé que les taux de pCR les plus élevés étaient dans le groupe 

HER2+/RH- ayant bénéficié d’un traitement antiHER2 (cf. Figure 11). En 2022, Yau 

et al. ont publié une analyse groupée de plusieurs études incluant 6385 femmes ayant 

eu une chimiothérapie néoadjuvante, et ont étudié la pCR selon le score RCB (213). 

Le taux de RCB 0 (pCR) global était de 32,5%, allant de 11,1% pour les tumeurs 

HER2-/RH+ à 68,9% pour les tumeurs HER2+/RH- ayant eu un traitement avec 

antiHER2 (213).   
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Figure 11. Taux de réponse histologique complète selon le sous-type moléculaire 
et selon le traitement, d’après Cortazar et al. (202). 
 

1.3.3.3. Pronostic : valeur la réponse histologique complète 

 Les premières données sur la valeur pronostique de la réponse histologique 

complète (pCR) après chimiothérapie néoadjuvante ont été publiées en 1997 dans 

l’essai clinique NSABP-B18 (214). Cet essai a inclus 759 femmes ayant un cancer du 

sein et ayant été randomisées en deux groupes : chimiothérapie néoadjuvante versus 

adjuvante (4 cycles de doxorubicine + cyclophosphamide). Les auteurs avaient trouvé 

que 44% des patientes avaient obtenu une pCR. Dans la mise à jour du suivi en 2008 

on retrouvait que dans le groupe pCR la survie était nettement meilleure que dans le 

groupe absence de pCR, avec un hazard ratio à 0,32 (p < 0,0001) (86). Ces données 

ont été confirmées par une méta-analyse publiée en 2014 qui regroupait 12 essais 

cliniques représentant 11955 patientes (202) : la survie sans récidive (HR 0,48 ; p < 
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0,001) et la survie globale (HR 0,36 ; p < 0,001) étaient meilleures en cas de pCR.  

 

1.3.3.4. Prédiction : méthodes actuellement disponibles 

 Plusieurs équipes se sont intéressées à la prédiction de la réponse histologique 

complète après traitement systémique néoadjuvant dans le cancer du sein. La principale 

approche est basée sur l’imagerie, notamment avec l’IRM multiparamétrique (avec 

contraste dynamique, à pondération de diffusion) et l’échographie mammaire (215, 216, 

217) au niveau de la tumeur primitive ainsi que de l’atteinte ganglionnaire (218). 

L’analyse des données d’imagerie et le développement de modèles prédictifs se basent 

sur des technologies issues de l’intelligence artificielle. En effet, l'intelligence artificielle 

en radiologie (ou radiomiques) est une discipline récente permettant l'extraction à haut 

débit de données d'imagerie médicale numérique afin d'obtenir des informations 

prédictives et/ou pronostiques (217) sur les patients et leurs pathologies en décrivant 

l'hétérogénéité tumorale et indirectement les caractéristiques moléculaires et génétiques 

de la tumeur. Cette approche pourrait permettre de prédire le diagnostic, la réponse 

au traitement et le pronostic. Ce domaine de recherche récent se développe de plus en 

plus en oncologie car ses applications sont vastes et prometteuses, en particulier pour 

la prise de décision clinique et le traitement personnalisé (219). Il existe une forte 

corrélation entre les données radiomiques et les résultats cliniques. Dans le cas 

particulier du cancer du sein HER2-positif, il existe également des modèles intéressants 

de radiomique permettant de prédire la réponse au traitement systémique néoadjuvant 

(218, 220). 
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 De même, d’autres approches basées sur les caractéristiques biologiques des 

tumeurs ont été évaluées. Une étude a étudié la valeur prédictive de 4 signatures 

moléculaires (Oncotype DX, Endopredict, OncoMasTR et le taux de lymphocytes 

intra-tumoraux) sur 813 patientes ayant un cancer du sein HER2-négatif et hormono-

sensible (221). Les auteurs ont montré que les 4 signatures permettaient de prédire la 

pCR, avec des performances variables.  

 Une autre équipe a étudié les caractéristiques biologiques prédictives de la pCR 

dans 159 patientes ayant un cancer du sein HER2-positif et a mis en évidence que le 

ratio HER2/CEP17, le taux de lymphocytes CD8 et le grade histologique étaient 

significativement associés à la pCR, et leur modèle prédictif avait des performances 

correctes (aires sous la courbe de 0.773 et 0.744 pour les validations internes et 

externes, respectivement) (222).  

 Les lymphocytes infiltrant la tumeur (tumor-infiltrating lymphocyes, TIL) ont 

également donné des résultats intéressants. Une étude a montré qu'une proportion 

élevée de TIL (> 50 %) dans les biopsies initiales était associée à des taux plus élevés 

de pCR (odds ratio de 6,49 ; p < 0,001) dans le cancer du sein HER2-positif traité par 

taxanes-cyclophosphamide-trastuzumab-pertuzumab (223). Une autre étude a montré 

que les TIL étaient associées à des taux de pCR plus élevés dans une grande cohorte 

(224). De même, une analyse secondaire de l'essai NeoALTTO (Neoadjuvant Lapatinib 

and/or Trastuzumab Treatment Optimization) a également mis en évidence 

l'association entre les TIL et la pCR (225). 

 En conclusion, la prédiction de la pCR est donc un élément important de la prise 
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en charge personnalisée du cancer du sein HER2-positif. Actuellement, les méthodes 

basées sur les données d’imagerie ont pris plus d’ampleur dans ce but. Toutefois, les 

données publiées montrent que certaines caractéristiques biologiques peuvent 

également être utilisées. Dans ce contexte, nous avons émis l’hypothèse que STARD3 

pourrait intervenir dans la prédiction de la pCR.  
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1.4. STARD3 

1.4.1. Historique 

 Au cours des années 1990, le laboratoire a effectué un criblage différentiel sur des 

biopsies chirurgicales de ganglions lymphatiques axillaires métastasés par un cancer du 

sein afin de déterminer les gènes dont l'expression était liée à la progression tumorale. 

Cette technique a permis d'isoler 10 gènes surexprimés dans les métastases 

ganglionnaires par rapport à des tumeurs bénignes (226). Chacun d'eux a été nommé 

MLN (Metastatic Lymph Node) suivi du numéro de clone. Le gène MLN64 a été 

identifié parmi ces gènes. MLN64 est devenu StAR-related lipid transfer Domain 

protein 3 (STARD3) en raison de son homologie de séquence avec la protéine 

STARD1/StAR (227). 

 Ensuite, des souris Knock-out (KO) pour le gène STARD3 ont été générées à 

l'Institut Clinique de la Souris (ICS, Illkirch) par recombinaison homologue. L’étude 

du phénotype de ces souris a montré qu’elles étaient viables et fertiles, et elles étaient 

plus grandes et en surpoids. Sur le plan métabolique, elles présentaient une 

hyperglycémie, une hypertriglycéridémie et une hypercholesthérolémie. Ces 

observations ont suggéré que STARD3 avait un impact sur le métabolisme général 

(228). 

 

1.4.2. Gène STARD3 

 Chez l’humain, le gène STARD3 est localisé au niveau du bras long du 

chromosome 17, au niveau du locus 17q12 (226, 229). Sa taille est 39.66 megabases 
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(Mb). Chez la souris, ce gène est situé au niveau du chromosome 11. La Figure 12 

décrit l’expression de l’ARN de STARD3 dans les différents tissus chez l’humain 

(d’après The Human Protein Atlas). Ce gène est exprimé dans la quasi-totalité des 

tissues, et présente l’expression la plus importante au niveau des glandes surrénales, la 

rate et les noyaux gris centraux (système nerveux central).  

 STARD3 est localisé dans la plus petite région d'amplification de HER2 (appelée 

amplicon HER2) (143) qui contient plusieurs gènes co-exprimés et co-amplifiés avec 

HER2 (230). 

 

 

Figure 12. Expression de l'ARN de STARD3 selon le tissu chez l'humain. 
D'après The Human Protein Atlas (accessible sur www.proteinatlas.org) 
 
Données consensuelles créées en combinant les données transcriptomiques HPA et 
GTEx pour 55 types de tissus. nTPM = normalized transcripts per million.   
 

1.4.3. La protéine STARD3 

 STARD3 code pour une protéine homonyme impliquée dans le transfert de 

cholestérol (231, 232). STARD3 est une protéine de liaison aux stérols, localisée au 

niveau des endosomes tardifs, et qui assure le transport du cholestérol du réticulum 
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endoplasmique vers les endosomes (231, 233). Elle est conservée à travers l'évolution 

et est présente chez les animaux ainsi que chez les organismes unicellulaires liés aux 

animaux. Elle est exprimée de manière ubiquitaire à un faible niveau dans la plupart 

des tissus. 

 

1.4.3.1. Structure et localisation 

STARD3 est une protéine de 50 kDa contenant 445 acides aminés qui comprend un 

domaine START, un domaine MENTAL et un motif FFAT (Figure 13). Le domaine 

START permet l’échange de cholestérol et le domaine MENTAL ancre la protéine dans 

la membrane des endosomes tardifs (ET) grâce à quatre hélices transmembranaires. 

STARD3 possède également un motif FFAT (two phenylalanines in an acidic tract) sur 

son domaine MENTAL, qui lui permet d’interagir avec le domaine MSP des protéines 

VAP et MOSPD2, formant ainsi un site de contact membranaire entre les endosomes 

tardifs et le réticulum endoplasmique.  
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Figure 13. STARD3, un transporteur du cholestérol dans les sites de contact 
membranaires entre le reticulum endoplasmique et les endosomes tardifs 
Représentation schématique du mode d'action de STARD3 dans le transport du 
cholestérol. STARD3, qui est composée d'un domaine START de transfert de lipides et 
d'un domaine MENTAL transmembranaire, interagit avec les protéines VAP pour 
former des sites de contact membranaires RE-endosome. Dans ces contacts, le domaine 
START transfère le cholestérol du RE à l'endosome. 
LE = late endosome 
ER = endoplasmic reticulum 
VAP = (vesicle-associated membrane protein)-associated-protein MSP = Major Sperm 
Protein 
MENTAL domain = MLN64 NH2-terminal domain 
START domain = StAR-related lipid-transfer domain 
FFAT motif = two phenylalanines (FF) in an Acidic Tract motif 
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1.4.3.2. Fonction : étude fonctionnelle de STARD3 

 STARD3 appartient à la famille des protéines LTP (Lipid Transfer Proteins), qui 

sont impliquées dans le transport intracellulaire des lipides. Cette famille comprend 

quinze protéines chez les mammifères, STARD1 à STARD15, et le domaine START 

permet l'échange de lipides entre les membranes. STARD3 possède un domaine 

MENTAL régulant l'adressage et l’ancrage dans la membrane des endosomes tardifs, 

formant des microdomaines riches en cholestérol à la surface des endosomes. STARD3 

interagit également avec les protéines VAPs ou la protéine MOSPD2 pour former des 

sites de contact membranaire (SCM) entre les endosomes tardifs et le réticulum 

endoplasmique. Les SCM facilitent le transport de certains composés comme les lipides, 

et la formation de SCM grâce à l'interaction entre STARD3 et VAPs permet au 

domaine START de STARD3 de transporter le cholestérol du réticulum endoplasmique 

vers les endosomes tardifs au dépens de la membrane plasmique, entraînant une 

accumulation de cholestérol dans les endosomes associée à une diminution de 

cholestérol au niveau de la membrane plasmique chez les cellules surexprimant 

STARD3 (234). 

 STARD3 est une protéine qui se situe entre deux organites et joue un rôle 

important dans le métabolisme du cholestérol. Ci-dessous se trouve une revue de la 

littérature que publiée par notre équipe de recherche dans le journal Contact en 2019. 

Elle décrit en détail la fonction de STARD3 dans le transport intracellulaire du 

cholestérol, ainsi que l'impact de son interaction avec les protéines VAPs-MOSPD2 sur 

l'architecture et la dynamique des endosomes. Outre ces fonctions, la littérature a 
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également signalé l'implication de STARD3 dans d'autres processus tels que la synthèse 

d'hormones thyroïdiennes, le transport de caroténoïdes et la réplication virale, qui sont 

également abordés dans cette revue. 
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Review

STARD3: A Swiss Army Knife for
Intracellular Cholesterol Transport

Laetitia Voilquin1,2,3,4, Massimo Lodi1,2,3,4 ,
Thomas Di Mattia1,2,3,4, Marie-Pierre Chenard1,2,3,4,5,
Carole Mathelin1,2,3,4,6, Fabien Alpy1,2,3,4 and
Catherine Tomasetto1,2,3,4

Abstract
Intracellular cholesterol transport is a complex process involving specific carrier proteins. Cholesterol-binding proteins, such
as the lipid transfer protein steroidogenic acute regulatory-related lipid transfer domain-3 (STARD3), are implicated in
cholesterol movements between organelles. Indeed, STARD3 modulates intracellular cholesterol allocation by reducing it
from the plasma membrane and favoring its passage from the endoplasmic reticulum (ER) to endosomes, where the protein
is localized. STARD3 interacts with ER-anchored partners, notably vesicle-associated membrane protein-associated proteins
(VAP-A and VAP-B) and motile sperm domain-containing 2 (MOSPD2), to create ER–endosome membrane contacts.
Mechanistic studies showed that at ER–endosome contacts, STARD3 and VAP proteins build a molecular machine able
to rapidly transfer cholesterol. This review presents the current knowledge on the molecular and cellular function of
STARD3 in intracellular cholesterol traffic.

Keywords
cholesterol, lipid transfer protein, contact, endoplasmic reticulum, endosomes, STARD3, MLN64, STARD3NL, MENTHO

Introduction

Steroidogenic acute regulatory (StAR)-related lipid
transfer domain-3 (STARD3) was identified using a bed-
side to bench approach. It was isolated from human
breast biopsies in a screen designed to identify new
genes implicated in breast cancer. In early publications,
STARD3 was named Metastatic Lymph Node clone 64
(MLN64), as it was the 64th hit isolated in the screen
(Tomasetto et al., 1995). Its current name STARD3
was given with respect to its homology with the StAR
protein, also referred to as STARD1 (Alpy &
Tomasetto, 2005; Stocco & Clark, 1996). On the
human genome, the STARD3 gene lies next to the onco-
gene human epidermal growth factor receptor 2 (HER2)
on chromosome 17q11-12 (Tomasetto et al., 1995).
Amplification of this chromosomal subregion explains
the co-expression between STARD3 and HER2 in
breast cancer cells (Alpy et al., 2003; Bièche et al.,
1996; Tomasetto et al., 1995). Remarkably, several stud-
ies showed that STARD3 contributes to the growth of
HER2-positive cancer cells, but given that both proteins

do not directly interact the molecular mechanism
remains unclear (Alpy & Tomasetto, 2014b). Over the
last years, the basic function of STARD3 has been clar-
ified. Notably, it was showed to be a cholesterol trans-
porter working at contact sites between endosomes and
the endoplasmic reticulum (ER) (Alpy et al., 2013;
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Wilhelm et al., 2017). In this article, we review the liter-
ature on STARD3 structure and function on intracellu-
lar sterol transfer.

STARD3 Is a Lipid Transfer Protein From
the START Protein Superfamily

STARD3 contains an MLN64 N-terminal (MENTAL)
domain, anchoring the protein to the endosome mem-
brane, a central two phenylalanines in an acidic tract-

like motif (FFAT-like) suggesting the binding to resident
proteins from the ER, and a C-terminal StAR-related
lipid transfer (START) domain able to transfer choles-
terol (Figure 1(a)).

The START Lipid Transfer Domain

The presence of the START domain at the C-terminus
qualifies STARD3 as a lipid transfer protein (LTP) from
the START superfamily (Figure 1; Alpy & Tomasetto,
2014a; Ponting & Aravind, 1999; Soccio & Breslow,

Figure 1. STARD3 protein organization. (a) Schematic representation of STARD3 protein containing a conserved MENTAL domain made of
four transmembrane helices (blue), an FFAT-like motif (red), and a START domain (magenta). (b) STARD3 is positioned in endosomes and the
START domain is in the cytosol. (c) Models of cholesterol transfer by the START domain. (d) The MENTAL domain mediates the formation of
homo- and heterodimers or oligomers with STARD3NL. These interactions may create microdomains enriched in cholesterol at the surface
of endosomes. These microdomains may serve to concentrate cholesterol next to the START domain or as sensing domains. MENTAL:
MLN64 N-terminal domain; FFAT: two phenylalanines in an acidic tract motif; START: steroidogenic acute regulatory-related lipid transfer
domain; STARD3: steroidogenic acute regulatory-related lipid transfer domain-3; STARD3NL: STARD3 N-terminal like.
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2003). The START domain of STARD3 adopts an
alpha-helix/beta-strand grip fold structure with an inter-
nal cavity matching the size and hydrophobicity of a
cholesterol molecule (Figure 2(a); Letourneau,

Lefebvre, Lavigne, & LeHoux, 2015; Tsujishita &
Hurley, 2000). The affinity of the START domain for
cholesterol is around 1.5 mM, a low range consistent with
a transport activity (Tsujishita & Hurley, 2000).

Figure 2. The START domain of STARD3, a cholesterol transfer interface. (a) Three-dimensional (3D) structure of the START domain of
STARD3 shown as cartoon (left) or surface (middle) representation. The protein ribbon is rainbow-colored from blue (N-terminus) to red
(C-terminus). On the right, a cutaway view of the surface of the domain showing a part of the cholesterol-binding pocket. (b) 3D structure
of the START domain of STARD4 alone (green, left) and aligned with STARD3 (magenta, middle). The right-hand panel is rotated 90! about
the x-axis. The two structures are highly similar. (c) 3D structure of the START-like domain of Aster-A alone (blue, left) and aligned with
STARD3 (magenta, middle). The ligand of Aster-A, 25-hydroxycholesterol, is shown as sticks: green, carbon and red, oxygen. The right-
hand panel is rotated 90! about the x-axis. The main difference between the two structures resides in the extended N-terminal a helix
present in STARD3 but absent in Aster-A. STARD3: steroidogenic acute regulatory-related lipid transfer domain-3.
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Surprisingly, the domain structure was similar to that of
the birch pollen allergen Bet v1 (Horvath et al., 2016;
Tsujishita & Hurley, 2000). Since then, the Bet v1 struc-
ture revealed the existence of a large superfamily of
structurally related proteins. Eleven Pfam families were
determined to be members of the Bet v1-like superfamily
also known as the SRPBCC (START/RHO_alpha_C/
PITP/Bet_v1/CoxG/CalC) ligand-binding domain
superfamily (Iyer, Koonin, & Aravind, 2001; Radauer,
Lackner, & Breiteneder, 2008). Among them, two fam-
ilies are distributed in all three superkingdoms: the poly-
ketide cyclase and the activator of heat shock protein 90
(Hsp90) ATPase homologue 1 families. The ring hydrox-
ylases and the CoxG families are only present in bacteria
and archaea. Two families are specific to eukaryotes:
Phosphatidylinositol transfer protein family is present
in most eukaryotes, while the Bet v1 family is only pre-
sent in plants. Of interest, while START proteins were
thought to be absent from yeast, in silico analyses, based
on both sequence comparison and secondary structure
prediction, showed recently that a large family of
eukaryotic proteins contains a domain resembling the
START domain (Gatta et al., 2015; Khafif, Cottret,
Balague, & Raffaele, 2014). This family comprises
three human proteins (Aster-A, B, and C; encoded by
the GRAMD1A, B, and C genes, respectively) and six
proteins from yeast (Lam1p/Ysp1p, Lam2p/Ysp2p,
Lam3p/Sip3p, Lam4p, Lam5p, and Lam6p/Lct1; Gatta
et al., 2015). Moreover, these novel START-like con-
taining proteins bind and transport sterols (Gatta
et al., 2015; Horemcamp, Valverde, Nunnari, &
Reinisch, 2018; Murley et al., 2015; Murley et al.,
2017; Sandhu et al., 2018). It was tempting to speculate
that the structure of the START-like domain first
defined by Gatta et al. (2015) shares the Bet v1 fold.
This assumption was confirmed recently by the crystal
structure of the START-like domains of Lam2, Lam4,
and Aster-A, which have a similar overall structure
to the one of STARD3 and STARD4 (Horenkamp,
2018; Jentsch et al., 2018; Sandhu et al., 2018; Tong,
Manik, & Im, 2018; Figure 2(b)). Interestingly, the iso-
lated sterol-binding domains of Lam2p, Lam4, and
Aster-A proteins were co-crystallized with sterols,
which was present in the ligand-binding pocket created
by the concave beta-sheet, and the long C-terminal helix
(Horenkamp et al., 2018; Jentsch et al., 2018; Sandhu
et al., 2018; Tong et al., 2018). These data strengthen
previous predictions regarding the orientation of the
sterol molecule in the START domain, and thus the ori-
entation of the START domain in relation to the mem-
brane for sterol loading and unloading (Figure 2;
Murcia, Faraldo-Gomez, Maxfield, & Roux, 2006;
Tsujishita & Hurley, 2000). However, we can speculate
that the mode or the efficiency of transfer differs
between the STARD and the Lam/Aster/Gram proteins.

Indeed, in the Lam/Aster/Gram subfamily, the START-
like domain is embedded in the protein and the C-termi-
nal helix is not free while all the STARD proteins have a
free C-terminal helix.

Mechanism of Sterol Transport

The molecular mechanism implicated in the entry and
exit of cholesterol from the START domain is a matter
of debate. Several models were proposed: a tunnel
hypothesis, an intermediate state model implicating
movements of the C-terminal alpha 4 helix and the
omega 1 loop, and the molten globule hypothesis
where the structure of the protein unfolds upon interac-
tion with the acidic environment of the membrane
(Figure 1; Bose, Whittal, Baldwin, & Miller, 1999;
Iaea, Dikiy, Kiburu, Eliezer, & Maxfield, 2015;
Lavigne, Najmanivich, & LeHoux, 2010; Murcia et al.,
2006) reviewed in (Letourneau et al., 2015). The tunnel
hypothesis is based on the presence of two openings in
the structure but given their limited diameters, the
authors suggested that additional movements in the
alpha 4 helix and omega 1 loop would be necessary to
allow sterol entry and exit (Tsujishita & Hurley, 2000;
Figures 1(c) and 2(a)). The molten globule hypothesis is
based on experimental data showing unfolding of
STARD1 at acidic pH (Bose et al., 1999). The model
is consistent with the delivery of sterol in the membrane,
but it is challenged by the fact that under this unfolded
form, the START domain cannot hold a sterol molecule
(Roostaee, Barbar, Lehoux, & Lavigne, 2009). The inter-
mediate state model originates from the local unfolding
and movement of the C-terminal alpha 4 helix of
STARD1 upon interaction with the membrane
(Mathieu, Fleury, Ducharme, Lavigne, & LeHoux,
2002; Roostaee, Barbar, Lavigne, & LeHoux, 2009;
Roostaee, Barbar, Lehoux, & Lavigne, 2008). This
model is completed by other studies showing movements
of the omega 1 loop upon cholesterol loading (Murcia
et al., 2006). The intermediate-state model including
notably conformational changes in the omega 1 loop,
and the alpha 4 helix interacting with the membrane is
today a good model to explain cholesterol binding and
delivery by the START domain (Figure 1(c)).

START Domains Are Not Equal in Terms of Transfer

Early in vivo and in vitro studies using either steroido-
genic assays in transfected cells or synthetic donor and
acceptor vesicles showed that—in isolation—the
START domain of STARD3 had a sterol transfer capac-
ity similar to that of STARD1 (Bose, Whittal, Huang,
Baldwin, & Miller, 2000; Watari et al., 1997). Later, a
comparative study on the activity and structure of
STARD proteins from the sterol binder subgroup
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(STARD2, D3, D4, D5 and D6) was done by the Bose
and Miller’ s groups (Bose et al., 2008). This seminal
study using recombinant START domains in isolation
for STARD1 and D3 and the whole STARD4, D5 and
D6 proteins showed that cholesterol-binding capacity
does not predict steroidogenic activity, in other words,
the ability for a given START domain to move choles-
terol. Bose et al. (2008) showed that although cholesterol
binding was quite similar for all the STARD proteins
from this subgroup, their capacities to transfer choles-
terol were different. In fact STARD1, D6 and D3 were
able to rapidly induce pregnenolone production using
isolated mitochondria, while STARD4 and D5 had
little activity (Bose et al., 2008). This is surprising
because the crystal structures of STARD3 and D4 are
very similar (Figure 2; Romanowski, Soccio, Breslow, &
Burley, 2002). It is also puzzling because STARD4 is an
efficient sterol transporter (Mesmin et al., 2011) able to
transfer dehydroergosterol (DHE) from donor to accep-
tor liposome at a rate of seven molecules of DHE per
molecule of STARD4 per minute (Iaea et al., 2015). It is
difficult to compare transfer activities from different
experimental settings, but we showed that under its sol-
uble form (similar to that of STARD4), the START
domain of STARD3 had a transfer capacity of 1 DHE
molecule per molecule of STARD3 per min (Wilhelm
et al., 2017), more modest than STARD4’s. These data
indicate that lipid transfer activities between synthetic
membranes do not always predict biological activities.
Of interest, Iaea et al. (2015) showed that the surface
charge of donor and acceptor vesicles modulated
STARD4 transfer capacity. Horenkamp et al. (2018)
made a similar observation for the isolated START-
like domain of Lam2p/Ysp2p and Aster-B/GramD1b.
It is then very likely that the donor and acceptor mem-
brane identities in terms of lipid and protein composi-
tions regulate sterol transfer by the START domain.
START proteins have a conserved fold, but their prima-
ry sequences are different, leaving room for selectivity in
their binding with other partner membranes or proteins.

STARD3 Is an Endosome-Bound
Sterol Transporter

STARD3 distinguishes itself by the presence of a mem-
brane spanning domain composed of four transmem-
brane helices (Figure 1(a) and (b); Alpy et al., 2001;
Moog-Lutz et al., 1997). The membrane spanning
region is critical for the addressing and the proper local-
ization of STARD3 in endosomes (Alpy et al., 2001). We
named this region MENTAL domain (Alpy et al., 2005;
Alpy, Wendling, Rio, & Tomasetto, 2002) because it is
also found in a second human protein called STARD3
N-terminal like (STARD3NL), originally called MLN64

N-terminal domain (MENTAL) homologue
(MENTHO) (Figure 1(d); Alpy et al., 2002). The
MENTAL domain anchors the protein in endosomes
leaving the START domain in the cytosol (Figure 1(b);
Alpy et al., 2001). Overexpression of STARD3NL, or of
a truncated STARD3 protein containing only the
MENTAL domain, results in the enlargement of endo-
somes (Alpy et al., 2005). In addition, this domain allows
the homo- and hetero-oligomerization of both proteins
and binds cholesterol (Alpy et al., 2005; Figure 1(d)). Of
interest, proteome-wide mapping of cholesterol-
interacting proteins using the click chemistry methodol-
ogy confirmed this finding; several cholesterol-bound
peptides were identified in the MENTAL domain
(STARD3NL, residues 23–37 and 185–196; Hulce,
Cognetta, Niphakis, Tully, & Cravatt, 2013).
Altogether, thanks to its ability to dimerize and oligo-
merize (Alpy et al., 2005), we speculate that the
MENTAL domain of STARD3 and STARD3NL
build quaternary structures or microdomains at the
endosome surface possibly acting as sterol reservoir
(Figure 1(d)). In support to this, STARD3 immunolab-
eling in electron microscopy showed that the protein is
not evenly localized on the limiting membrane of endo-
somes, the labeling appearing as patches, which is com-
patible with the formation of microdomains (Alpy et al.,
2001). Another possibility is that the MENTAL domain
acts as a sterol sensing domain to regulate the activity of
the START domain.

One study argued that STARD3 was present on a
subpopulation of late endosomes positive for the choles-
terol transporter ATP-binding cassette subfamily
A member 3 and negative for the oxysterol-binding pro-
tein-related protein 1L (ORP1L) and the Niemann–Pick
type C1 (NPC1) proteins (van der Kant, Zondervan,
Janssen, & Neefjes, 2013). Experiments were done in
a malignant melanoma cell line (MelJuSo) using over-
expression of fluorescent protein tagged STARD3 at the
C-terminus. This study is not consistent with results
obtained in other cells including HeLa cells, where
untagged STARD3 was localizing with the late endoso-
mal markers LAMP1, CD63, Rab7, and BMP (Alpy
et al., 2001; Wilhelm et al., 2017), therefore overlapping
with ORP1L- and NPC1-positive endosomes. This dis-
crepancy may reflect cell specific differences in the endo-
somal compartment; it is known that melanocytes have a
cell-type specific endosomal system to generate melano-
somes which are lysosome related organelles (Raposo &
Marks, 2007). It may also be caused by the presence of
the fluorescent protein at the C-terminus that possibly
impairs the function of the START domain. Indeed, the
START domain is always present at the C-terminus of
all STARD proteins, leaving the alpha 4 helix free to
interact with acceptor membranes (Alpy & Tomasetto,
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2005; Iaea et al., 2015; Tsujishita & Hurley, 2000;
Figure 2).

STARD3 Is Ubiquitously Expressed and
Regulated in a Cell-Specific Manner

STARD3 is a conserved protein present in the whole
animal kingdom as well as in unicellular organisms
closely related to animals (Figure 3). STARD3NL is
only present in vertebrates evoking a more recent
appearance of this protein (Alpy & Tomasetto, 2014b).
STARD3 is expressed in most tissues at low levels.

Sequence analysis of the gene 50 region revealed a high
GC-content (or guanine-cytosine content) and the
absence of canonical promoter elements such as a
TATA box. A short promoter of about 200 base pairs
upstream of the transcription start sites was sufficient to
drive high expression of a reporter gene in vitro (Alpy
et al., 2003). In breast cancer cells, there is a strong cor-
relation between STARD3 gene DNA copy number and
transcript levels, arguing that amplification of the gene is
the main driver for the overexpression (Alpy et al., 2003;
Bièche et al., 1996; Tomasetto et al., 1995). In other cells
and tissues, STARD3 is likely regulated in a cell-specific

Figure 3. Phylogenetic tree of STARD3 orthologs from 115 species. The whole amino acid sequences were aligned by the Clustal Omega
program (McWilliam, Li, Uludag, Squizzato, Park, Buso, Cowley & Lopez. , 2013). The phylogenetic tree was drawn with R Studio, R
version 3.5.1 (2018-07-02) and the packages ggtree, seqinr, and msa.
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manner. A detailed analysis of STARD3 expression in
the brain showed a heterogeneous immunostaining of
the protein, indicating selective expression in discrete
specific cell populations and regions (King et al., 2006).
As another example, STARD3 gene expression was
shown to be upregulated by 9-cis-retinoic acid in macro-
phages (Borthwick, Allen, Taylor, & Graham, 2010),
and repressed by all-trans-retinoic acid in lymphoma
cells (Wang, Cheng, Chuang, Hsu, & Su, 2000). The
promoter region of STARD3 gene contains several puta-
tive sites for Sterol regulatory element-binding proteins
(SREBPs) transcription factors binding; in macro-
phages, STARD3 mRNA decreases during macrophage
differentiation and cholesterol loading and increases fol-
lowing acute cholesterol depletion from the plasma
membrane (PM) by methyl beta-cyclodextrin and in
response to the release of sequestered SREBPs by
LY295427 (Borthwick et al., 2010). Of interest, hepatic
expression of STARD3 protein was found to be
repressed by genetic obesity in both males and females
suggesting that STARD3 might facilitate lipid export,
rather than its retention in the liver (Soffientini,
Caridis, Dolan, & Graham, 2014). One study recently
reported a function of STARD3 in osteoporosis (Lei,
Xueming, & Ruihang, 2018). Interestingly, it shows
that STARD3 promoted osteoclast differentiation pos-
sibly by increasing an inflammatory response (Lei
et al., 2018).

Intracellular Functions of STARD3

The presence of a START domain in STARD3 is a
strong argument for a role of this protein in intracellular
sterol transport. By immobilizing the protein on endo-
somes, the MENTAL domain restricts its sterol
transfer activity to the endocytic compartment territory
(Figure 1). However, as the endocytic compartment
is highly dynamic and connected with many other
cellular organelles, STARD3 may act on many cellu-
lar organelles.

Does STARD3 Function in the PM?

Several studies reported that STARD3 was addressed to
the PM en route to late endosomes (Holtta-Vuori et al.,
2005; Liapis, Chen, Davies, Wang, & Ioannou, 2012;
van der Kant et al., 2013; Vassilev et al., 2015; Zhang
et al., 2002), supporting the idea that STARD3 might
transport sterol at the cell surface. In our laboratory, we
occasionally observed STARD3 at the PM in cells
expressing very high amounts of the protein, but we
interpreted this localization as an overexpression arti-
fact; our opinion is that under physiological conditions,
STARD3 is mainly in endosomes (Alpy et al., 2001).
However, live cells imaging showed that the protein

was in endosomal tubules (our unpublished data;
Zhang et al., 2002). It is possible that endosome
tubules-containing STARD3 reach the PM bringing
STARD3 transiently at PM–endosome contacts. In
fact, Vassilev et al. (2015) reported that overexpression
of STARD3 tagged with green fluorescent protein (GFP)
in a breast cancer cell line, resulted in STARD3 locali-
zation in endosomes and for a subset of cells at the PM.
The PM staining was attributed to a localization in
microdomains in the PM or in vesicles at the proximity
of the PM (Vassilev et al., 2015). This observation is
consistent with the transient presence of STARD3 in
endosomal tubules reaching the PM; whether it is func-
tional is unknown.

Does STARD3 Transport Cholesterol to
the Mitochondria?

The literature generally presents STARD3 as an LTP
able to make contacts between endosomes and mito-
chondria, implying a role in transferring cholesterol
into the mitochondria (Wong, Gatta, & Levine, 2019).
The first study by Watari et al. (1997) showed that
STARD3 is able to transfer cholesterol to the mitochon-
dria. There, STARD3 was able to induce the first step of
steroidogenesis in Chinese hamster ovary (CHO) cells
modified to sustain steroidogenesis. It showed that this
activity was low when the full-length protein was
expressed. In fact, only a construct corresponding to a
free START domain (lacking the MENTAL domain and
the FFAT motif) was able to sustain steroidogenesis at
levels similar to that of STARD1 (Watari et al., 1997).
The interpretation of these data was that the sterol trans-
fer function of STARD3 to the mitochondria was not a
physiological process. The hypothesis of a proteolytic
cleavage of the protein freeing the START domain was
then proposed to support the idea of a role of STARD3
in steroidogenesis (Watari et al., 1997). This notion was
not confirmed. Actually, STARD3-deficient mice were
not impaired for steroid production (Alpy &
Tomasetto, 2014b; Kishida et al., 2004). In addition,
STARD3 cannot compensate for the lack of STARD1
in lipoid congenital adrenal hyperplasia, a condition
where mutations in the StAR gene (aka STARD1) total-
ly prevent steroidogenesis (Stocco, 2001). Nevertheless,
correlation between STARD3 expression and either
endosome–mitochondria contacts (Zhang et al., 2002)
or with cholesterol entry in the mitochondria (Balboa
et al., 2017; Charman, Kennedy, Osborne, & Karten,
2010) was reported. Zhang et al. (2002) used live imaging
to show that endosomes marked by STARD3-GFP
made contacts with mitochondria. However, in this pio-
neer study, contacts were not quantified and not com-
pared with cells marked with a different endosome
marker. Although the authors interpreted the presence
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of contacts between endosomes and mitochondria as the
result of STARD3 expression, it was not confirmed by
later studies. A study in liver cells showed that STARD3
overexpression results in severe liver damage and apo-
ptosis (Tichauer et al., 2007). By looking at the molecu-
lar mechanisms involved, Balboa et al. (2017) concluded
that overexpression of STARD3 was associated with
increased mitochondrial cholesterol and with mitochon-
drial morphologic and metabolic alterations in hepatic
cells. Unfortunately, they did not document the changes
that are expected to be seen upon STARD3 overexpres-
sion, notably cholesterol accumulation in endosomes,
and therefore it is difficult to know if the mitochondrial
phenotype is due to a direct action of STARD3 on mito-
chondria or is a result of late endosomal cholesterol
accumulation that is deleterious to the cell. Charman
et al. (2010) showed that silencing STARD3 reduced ste-
roidogenesis (a read-out for cholesterol transport into
the mitochondria) in modified CHO cells and decreased
mitochondrial cholesterol content but only in CHO cells
deficient for the NPC1 protein. In addition, they showed
that some of the mitochondrial metabolic alterations
seen in NPC1-deficient-CHO cells can be rescued by
STARD3 silencing (Balboa et al., 2017; Kennedy
et al., 2014). However, the reduction of STARD3
alone in CHO cells had no effect on mitochondrial
metabolism (Kennedy et al., 2014). It is possible that
endosome–mitochondria contacts created by other
mechanisms, such as endosome enlargement and choles-
terol accumulation as in NPC1-deficient cells, may bring
STARD3 at the periphery of mitochondria where it can
transfer cholesterol to mitochondria by the START
domain. This transport appears to play a role in CHO-
NPC1-deficient cells, but it is unclear that it is relevant
in other cells.

STARD3 Makes Specific Contacts With the ER
Through VAPs and MOSPD2

A conserved FFAT-like motif marks the end of the
MENTAL domain (Figure 1(a) and (b)). This motif is
present in an unstructured region between the
MENTAL and the START domain. Canonical FFAT
motifs were originally described as linear peptide sequen-
ces (EFFDAxE) flanked by an acidic region (Loewen,
Roy, & Levine, 2003). FFAT motifs are signals for the
interaction with proteins containing a major sperm pro-
tein (MSP) domain including vesicle-associated mem-
brane protein-associated proteins (VAP-A and VAP-
B), (Furuita, Jee, Fukada, Mishima, & Kojima, 2010;
Kaiser et al., 2005; Loewen et al., 2003; Mikitova &
Levine, 2012) and motile sperm domain containing 2
(MOSPD2), (Di Mattia et al., 2018). MOSPD2 and
VAP proteins contain an MSP domain able to recognize

FFAT motifs and to bind to FFAT-containing proteins
like STARD3 and STARD3NL (Alpy et al., 2013;
Di Mattia et al., 2018). The MSP domain has an
immunoglobulin-like fold based on a seven-stranded
beta-sandwich (Bullock, Roberts, & Stewart, 1996;
Kaiser et al., 2005). Our in vitro analyses revealed
that, despite sharing limited sequence homology, the
MSP domains of MOSPD2 and VAPs have a conserved
fold, the same mode of FFAT motif recognition, and
similar affinities (Di Mattia et al., 2018). VAP-A,
VAP-B, and MOSPD2 are tail-anchored proteins local-
ized on the ER (Figure 4; Di Mattia et al., 2018; Lev,
Ben Halevy, Peretti, & Dahan, 2008). In addition, these
MSP domain-containing proteins are able to build ER–
endosome contacts with STARD3 (Figure 4). It is
unclear whether STARD3 competes with VAPs and
MOSPD2 for binding and whether contact sites can con-
tain different tethers. Of note, at the resolution of light
microscopy (200–300 nm), we observed both VAPs and
MOSPD2 in a given subdomain of the ER engaged in
a contact with endosomes (Di Mattia et al., 2018).
However, we cannot affirm that the presence of multiple
tethers in the same region indicates that all of them are
in complex with a partner on the facing membrane as
most of these proteins can dimerize. Interestingly, con-
tacts made by VAP and MOSPD2 are likely functionally
different (Figure 4). Indeed, MOSPD2 is more than a
VAP homolog; it contains an N-terminal cellular
retinaldehyde-binding protein and triple functional
domain protein (CRAL-TRIO) domain. This lipophilic
domain was first identified in the Sec14-protein (Sec14p)
of yeast and functions in exchanging phosphatidylinosi-
tol and phosphatidylcholine between lipid membrane
bilayers (Bankaitis, Aitken, Cleves, & Dowhan, 1990).
The function of the CRAL-TRIO domain of MOSPD2
is unknown, but we can speculate that its association
with STARD3 might form a molecular machine able
to counterexchange sterol with another lipid (Figure 4).

The Interaction Between STARD3, STARDNL, and
VAP/MOSPD2 Proteins Has a Strong Impact on
the Subcellular Architecture and on
Endosome Dynamics

In cells overexpressing either STARD3 or STARD3NL,
endosomes are covered by the ER. This ER–endosome
tethering results in the formation of extended membrane
contact sites where the distance between the ER and
endosome membranes is less than 10 nm (Alpy et al.,
2013). Of interest, extended ER–endosome contacts
mediated by STARD3NL alter the dynamics of the
endosomal compartment by preventing vesicle-to-
tubule transitions (Alpy et al., 2013). Membrane
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contacts between the ER and endosomes have been pre-
viously described in the context of intracellular cholester-
ol sensing. They involved another sterol transfer protein
named ORP1L (Johansson, Lehto, Tanhuanp€a€a, Cover,
& Olkkonen, 2005; Rocha et al., 2009). Of note, both
STARD3 and ORP1L interact with VAPs and
MOSPD2 proteins in the ER (Alpy et al., 2013; Di
Mattia et al., 2018). However, at contacts between endo-
somes and the ER, ORP1L mediates cholesterol transfer
from endosomes to the ER (Ridgway & Zhao, 2018;
Zhao & Ridgway, 2017), while STARD3 mediates cho-
lesterol transfer from the ER to endosomes (Wilhelm
et al., 2017). In addition, in cells grown in the absence
of low-density lipoprotein (LDL) cholesterol condition,
VAPs and ORP1L are required for transport of ER-
derived cholesterol to a subpopulation of endosomes
(Eden et al., 2016). These results support the idea that

ER–endosome contacts are built by distinct protein com-
plexes and lipid transport at these sites might be flexible.

STARD3 and VAP Form an Autonomous
Sterol Transfer Machine

STARD3 builds physical contacts between endosomes
and the ER. How these contacts function in sterol
exchange was recently uncovered using in vitro and in
vivo approaches.

STARD3 Favors Cholesterol Transport in Endosomes
and Reduces PM Cholesterol

Cholesterol in situ labeling in cells expressing high
amount of STARD3 showed that STARD3 modulates
the intracellular repartition of cholesterol (Wilhelm

Figure 4. STARD3 creates membrane contacts between endosomes and the ER. (a) Schematic representation of STARD3 positioning in
the context of the endocytic compartment and ER–endosome contact via interaction with the ER–proteins VAP and MOSPD2. (b)
Localization of STARD3 with VAP and MOSPD2 at ER-endosome contacts. Merge images on the left of STARD3 (magenta) and VAP
(green) labeling and on the right of STARD3 (magenta) and MOSPD2 (green) labeling. Insets correspond to a 3.5! magnification. Scale bar:
10 mm. VAP: vesicle-associated membrane protein-associated proteins; MOSPD2: motile sperm domain-containing 2; MSP: major sperm
protein domain; CRAL-TRIO: cellular retinaldehyde-binding protein and triple functional domain protein domain; STARD3: steroidogenic
acute regulatory-related lipid transfer domain-3.
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et al., 2017). Consistent with earlier studies, STARD3
expression is associated with increased cholesterol in
late endosomes (Alpy et al., 2001). To better understand
the mechanism of this accumulation, we used STARD3
mutants impaired in their ability either to transfer cho-
lesterol or to make contact sites. Mutants lacking the
START domain or containing a two amino acid substi-
tution in the START domain lipid-binding cavity did
not accumulate cholesterol in endosomes. Likewise,
mutation in the FFAT motif inactivating binding with
VAP prevented cholesterol accumulation in endosome
(Wilhelm et al., 2017). As the PM is enriched in choles-
terol, we studied its cholesterol content in the context of
STARD3 expression. The PM contains different pools
of cholesterol (Das, Brown, Anderson, Goldstein, &
Radhakrishnan, 2014). Cholesterol-enriched domains
are accessible to the domain 4 (D4) of Perfringolysin O
(H toxin), a cholesterol-binding toxin (Ohno-Iwashita
et al., 2004). Using a fluorescent protein tagged GFP-
D4 as a biosensor for membrane cholesterol in living
cells, we showed that STARD3 expression was associat-
ed with a reduction of signal at the PM that we assumed
reflects a reduction of PM cholesterol. Of note, Vassilev
et al. (2015) reported that STARD3-GFP was implicated
in cholesterol delivery in the PM at the expense of the
ER in MCF7 cells. As we observed an opposite results in
HeLa cells, where STARD3 expression is associated
with cholesterol accumulation in endosome and choles-
terol reduction at the PM (Wilhelm et al., 2017),
we overexpressed an untagged version of STARD3 in
MCF7 cells and looked at cholesterol distribution. We
could not confirm Vassilev et al. (2015) observations; in
MCF7 cells, STARD3 expression results in cholesterol
accumulation in late endosomes and a reduction of PM
cholesterol (our unpublished data).

Membrane Tethering Boosts Sterol Transport by
the START Domain

In vivo studies support the model in which STARD3
and VAP-made late endosome–ER contacts allow cho-
lesterol transport. To have direct evidence of this trans-
port, we reconstituted the tethering complex in vitro
using recombinant proteins and synthetic liposomes.
As mentioned earlier, compared with STARD4, and
indirectly with Lamp proteins (Iaea et al., 2015;
Jentsch et al., 2018), the sterol transfer function of the
soluble START domain of STARD3 is modest. But in
contrast to STARD4, which is free, STARD3 is hooked
on endosomes by the MENTAL domain and attached to
the ER by a FFAT-MSP interaction (Figure 4). To test
sterol transport in this defined context, contact sites were
mimicked in vitro, by STARD3-decorated endosome-
like liposomes and VAP-decorated ER-like liposomes,
and sterol transport was measured in real time using a

fluorescence resonance energy transfer-based assay
(Mesmin et al., 2011; Moser von Filseck, Vanni,
Mesmin, Antonny, & Drin, 2015). In this in vitro setting,
within the first second, endosome–ER contact formation
occurred and was associated with a fast sterol transport;
the equilibrium in sterol between both populations of
liposomes was reached within few minutes. The initial
transport rate was about 24 sterol molecules/min
transported by one STARD3 molecule, an order of mag-
nitude higher than unattached STARD3 (Wilhelm et al.,
2017). This was not observed for START-like proteins;
curiously, the sterol transfer capacity of Lam2p/Ysp2p
and Aster B/GramD1b is not favored by tethering
(Horenkamp et al., 2018). In the case of STARD3,
sterol transport assays are consistent with in vivo studies
(Wilhelm et al., 2017), showing that the complex formed
by STARD3 and VAP in membrane contacts functions
as an independent molecular machine transferring ster-
ols in a rapid manner.

STARD3/VAP Contacts Move Cholesterol From the
ER to Endosomes

It was first thought that STARD3 could export LDL-
derived cholesterol from endosome to the ER where it is
esterified. Many lines of evidence are against this idea:
the expression of STARD3 in different cell lines includ-
ing CHO, HeLa, and cells being CV-1 (simian) in Origin
(COS) results in cholesterol accumulation in endosomes
(Alpy et al., 2001; Holtta-Vuori et al., 2005; Liapis et al.,
2012). In addition, STARD3 overexpression did not
cause a significant change in cholesterol esterification
(Liapis et al., 2012). Finally, STARD3 expression in
NPC1- and NPC2-deficient fibroblasts does not alleviate
cholesterol accumulation in endosomes, it rather
increases sterol load (Alpy et al., 2001, 2002; Holtta-
Vuori et al., 2005). To have a better insight on the
source of cholesterol mobilized by STARD3/VAP con-
tacts, we labeled cholesterol in situ in cells expressing
STARD3, in the absence of LDL cholesterol, and in
the absence of de novo synthetized cholesterol. Of inter-
est, while the absence of LDL-derived cholesterol had no
significant effect on cholesterol accumulation driven by
STARD3, in the absence of de novo synthesis, choles-
terol was not accumulated in endosomes. These results
support the notion that STARD3/VAP contacts are
involved in the delivery of neosynthetized cholesterol
in endosomes (Wilhelm et al., 2017). The cellular pro-
cesses involved in sterol uptake and synthesis are tightly
regulated by the transcription factors from the SREBPs
family (Horton, Goldstein, & Brown, 2002). Notably,
SREBP-2 is a transcriptional regulator of genes partici-
pating in the synthesis and uptake of cholesterol. We
were surprised to note that the endosomal–cholesterol
accumulation and PM depletion driven by STARD3/
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VAP contacts were imperceptible to the SREBP2 tran-
scription factor despite the fact that the pathway was
still functional (Wilhelm et al., 2017). All these results
suggest that different pools of cholesterol coexist in
endosomes, notably the LDL-cholesterol en route to
the ER, and a pool of newly formed cholesterol
moving to endosomes.

STARD3/VAP Contacts Modulate the Inner
Membrane Composition of Endosomes

Endosomes are cholesterol rich organelles, and therefore
bringing more cholesterol from the ER to endosomes
appears counterintuitive. One recent study showed that
cholesterol can move from the ER to endosomes. Eden
et al. (2016) reported that ER–endosome contacts made
by Annexin A1 and S100A11 support cholesterol trans-
port by ORP1L from the ER to endosome in the context
of Epidermal Growth Factor signaling. This ER-
to-endosome transport made by ORP1L and VAP is
involved in the formation of endosome intraluminal
vesicles (Eden et al., 2016). Actually, the morphology
of endosomes under conditions of VAP/STARD3 con-
tacts is changed. Endosomes with homogenous intralu-
minal vesicles were rarer in these cells compared with
control cells. The endosomes were generally pleomor-
phic and enriched in internal membranes including mul-
tilamellar and multivesicular structures (Wilhelm et al.,
2017). Given that the complex formed by STARD3 and
VAP fluxes cholesterol toward endosomes, this pool of
cholesterol might be preferentially used to make inner
membranes in endosomes.

STARD3, More Than a Cholesterol
Transporter

A surprising function for STARD3 was discovered in
silkworms (Bombyx mori). Silkworm larvae build
cocoons in silk which naturally displays a yellow color.
This color results from the presence of carotenoids in the
silk, a chemical which is not synthetized by these animal
but taken up from mulberry leaves through the alimen-
tation (Sakudoh et al., 2007; Sakudoh & Tsuchida,
2009). Genetic analyses showed that in silkworms, the
STARD3 gene has evolved to produce two different pro-
teins by alternative promoter usage and splicing:
A START-only protein named carotinoid-binding pro-
tein which is involved in carotenoid transport in the silk
glands, and Bombyx mori Start1, which has the same
structure as STARD3 found in other animals, and is
likely involved in cholesterol transport (Sakudoh,
Tsuchida, & Kataoka, 2005; Tabunoki et al., 2002). Of
note, in humans, two carotenoids, lutein and zeaxanthin,
accumulate in the central region of the retina, the macula
lutea, that is responsible for central vision. The name

macula lutea originates from the yellow color of this
structure, which results from the presence of carote-
noids. Interestingly, a carotenoid-binding protein was
purified from human retina (Bhosale et al., 2009). This
protein binds lutein with a Kd of 0.45 mM. Based on the
molecular weight of this protein and its detection by
anticarotinoid-binding protein antibodies, STARD3
was proposed to be the carotenoid-binding protein in
human eyes (Bhosale et al., 2009). Accordingly, the
START domain of STARD3 was shown to bind lutein
with a Kd similar to that of cholesterol of 0.45 mM
(Li, Vachali, Frederick, & Bernstein, 2011). These data
suggest that STARD3 might be responsible for caroten-
oid accumulation in the human retina, thus implying
that STARD3 could bind several ligands, and therefore
have a general function in cholesterol transport and a
specialized role in the retina.

STARD3 has been recently incriminated in viral
infection and replication. Actually, factors implicated
in endocytosis and intracellular cholesterol homeostasis
are generally needed for viral infection. The NPC1 pro-
tein has been shown to be essential for filovirus infection
notably Ebola virus infection (Carette et al., 2011; Cote
et al., 2011; Herbert et al., 2015). In that case, the protein
itself acts as a viral receptor. However, for many other
viruses, endosomal cholesterol contributes to their entry
and replication: notably Chikungunya, Zika, West Nile,
and Dengue viruses (Wichit et al., 2017). Of interest,
a recent publication reported that NPC1 and STARD3
were implicated in the entry and replication of Hepatitis
C virus, and not of the Dengue virus (Stoeck et al.,
2018). While the molecular mechanism implicating
STARD3 is not known, it might bring cholesterol to
the replication organelle, a structure composed of

Figure 5. Title visual narrative. MENTAL: MLN64 N-terminal
domain; FFAT: two phenylalanines in an acidic tract motif; START:
steroidogenic acute regulatory-related lipid transfer domain; ER:
endoplasmic reticulum; STARD3: steroidogenic acute regulatory-
related lipid transfer domain-3.
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single and double membrane vesicles (Romero-Brey
et al., 2012). This study supports the idea that individual
LTPs like STARD3 may represent new vulnerabilities
for many viruses.

Conclusion

STARD3 is an LTP able to transport cholesterol; the
different structural and functional regions present in
the protein cooperate to ensure a fast and efficient intra-
cellular transport of cholesterol between endosomes and
the ER (Figure 5). The fact that STARD3 can partner
with three different ER receptors (VAPs and MOSPD2)
suggests that it might be involved in the transport of
different pools of cholesterol, coming and leaving endo-
somes, involving the ER and perhaps other organelles
and LTPs. Along this line, the physiological relevance of
a complex made of STARD3 and MOSPD2 on intracel-
lular lipid transport needs to be addressed. The isolation,
purification, and molecular characterization of the con-
tacts made by STARD3 under different conditions will
clarify its role in pathophysiological pathways. In addi-
tion, structure function experiments with the complete
protein in complex with either VAP or MOSPD2 will
help to capture the mechanism of sterol transport. The
role of STARDNL, the START domain-less protein,
remains enigmatic and should be clarified. We speculate
that STARD3NL assists STARD3 by the creation of
microdomains at the surface of late endosomes ready
to assemble into extended membrane contact sites and
to store a pool of cholesterol to be transferred by the
START domain. The role of STARD3 in binding and
trafficking other ligands has been established in silk-
worm and in the human retina; more studies are
needed to understand the function of this transport.
STARD3/VAP and STARD3/MOSPD2 complexes are
examples of a growing number of molecular complexes
implicated in inter-organelle communication and
exchange, and their characterization will provide new
insights about intracellular communication and lipid
distribution.
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1.4.4. STARD3 et cancer du sein  

 STARD3 est essentiel à la croissance des cellules cancéreuses amplifiées par HER-

2 (même les lignées cellulaires résistantes au trastuzumab), mais pas à celle des autres 

lignées cellulaires cancéreuses (230, 235). Malgré cette association génétique et 

fonctionnelle, aucun lien moléculaire n'a pour l'instant été trouvé entre STARD3 et 

HER2. Les protéines STARD3 et HER2 sont à des endroits différents dans les cellules 

cancéreuses et n'interagissent pas (230). La manière dont STARD3 modifie la 

croissance et contribue à la résistance aux traitements ciblés des cellules cancéreuses 

HER2 reste inconnue. Jusqu'à présent, les études cliniques visant à mesurer l'expression 

de STARD3 dans le cancer suggèrent que l'expression de STARD3 marque une 

population de mauvais pronostic dans le cancer du sein (236, 237, 238) et dans le 

cancer de la prostate (239). Étant donné que HER2 et STARD3 sont toujours co-

amplifiés et co-exprimés, il est peu probable que l'association de STARD3 avec un 

mauvais pronostic soit indépendante de l'amplification de HER2. Cependant, il semble 

donc que STARD3 puisse représenter une cible des cancers du sein HER2-positifs.  

 Par conséquent, au fil des ans, l'équipe que j'ai rejointe a travaillé sur la 

caractérisation de la fonction de STARD3. Initialement, ils ont établi que STARD3 

appartient à la famille des protéines contenant le domaine START, un groupe de 

protéines ayant des propriétés de transfert de lipides (240, 241, 242). Ils ont également 

souligné que STARD3 était une protéine de liaison aux stérols située sur la membrane 

limitante des endosomes tardifs, très probablement impliquée dans l'échange de 
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cholestérol (231, 243). Plus tard, ils ont montré que STARD3 remodelait l'architecture 

subcellulaire et reliait les endosomes au réticulum endoplasmique (244, 245). Le 

mécanisme moléculaire de cet attachement a été élucidé et repose sur l'interaction 

spécifique entre STARD3 et les protéines VAP (234, 244) et MOSPD2 (246). 

 Ensuite, l'équipe a fourni des informations mécanistiques supplémentaires sur la 

fonction de STARD3, soulignant qu'il module la localisation du cholestérol dans la 

cellule, car il peut piloter les flux de cholestérol vers le compartiment endocytaire au 

détriment de la membrane plasmique (234). Ces résultats suggèrent un rôle de STARD3 

dans l'organisation des sous-domaines de la membrane plasmique. Parmi ces domaines, 

les radeaux lipidiques, qui sont enrichis en cholestérol et en glycosphingolipides, sont 

d'une importance capitale. Ces radeaux lipidiques regroupent des protéines, y compris 

des récepteurs tyrosine kinases comme les autres membres de la famille des récepteurs 

épidermiques humains (protéines HER) (247). Ils sont impliqués dans la régulation de 

processus cellulaires cruciaux, dont beaucoup sont altérés dans les cellules cancéreuses 

(143, 248). Dans l'ensemble, ces résultats soutiennent le modèle de travail suivant : 

STARD3 agit sur les cellules cancéreuses HER2 en altérant le métabolisme normal du 

cholestérol et en modifiant les membranes cellulaires. Plus précisément, STARD3 

pourrait modifier le nombre et la composition des radeaux lipidiques et favoriser ainsi 

la signalisation de HER2. 
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2. OBJECTIFS DU TRAVAIL DE CETTE THESE 

 Dans cette première partie, nous avons vu que le cancer du sein est une maladie 

hétérogène, composée de différents sous-types biologiques qui ont des comportements 

et des pronostics distincts. Le cancer du sein HER2+ présente des caractéristiques et 

des traitements spécifiques qui sont en constante évolution. Le traitement systémique 

néoadjuvant présente des avantages notables sous réserve d’une bonne sélection des 

candidates.  

 Nous avons aussi mis en exergue la présence de STARD3 dans le cancer du sein 

HER2+ et évoqué la possibilité que STARD3 pourrait constituer une vulnérabilité du 

cancer du sein HER2+ et in fine une cible thérapeutique. 

 Plusieurs études fonctionnelles ont montré que l’expression de STARD3 

participait à la croissance des cellules cancéreuses mammaires in vitro (235, 238, 249, 

250). Cependant aucune étude dans un modèle préclinique in vivo n’avait été réalisée. 

Un de mes objectif a été d’étudier la dépendance des cellules HER2+ pour STARD3 

in vivo. Pour réaliser cet objectif nous avons utilisé l’imagerie par bioluminescence 

(BLI). La BLI est une technique optique non invasive très sensible adaptée à l’étude 

du suivi de la croissance des tumeurs chez le petit animal.   

 De manière intéressante, peu de données sont disponibles à ce jour concernant le 

rôle et l’impact de l’expression de STARD3 dans la prise en charge des cancers du sein. 

Par conséquent, l'objectif principal de cette thèse était d’évaluer l’impact clinique de 

l’expression de STARD3 dans le cancer du sein HER2+ chez la femme : son intérêt 

prédictif de la réponse au traitement systémique néoadjuvant, sa valeur pronostique, 
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ainsi que sa valeur diagnostique. L’objectif secondaire était d’évaluer l’impact du 

traitement systémique néoadjuvant sur l’expression de STARD3 ainsi que les 

conséquences sur le pronostic.  
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3. RESULTATS 

3.1. Analyse préclinique de la vulnérabilité de HER2 à 

STARD3 

3.1.1. Hypothèses 

 Nous avons réalisé une étude sur modèle animal de souris de la vulnérabilité des 

tumeurs mammaires HER2+ à STARD3. Pour cela, nous avons comparé la croissance 

de cellules cancéreuses mammaires exprimant STARD3 à celle de ce ces mêmes cellules 

n’exprimant pas STARD3. L’objectif était d’évaluer la différence de croissance 

tumorale entre les deux groupes par une méthode robuste, en émettant l’hypothèse que 

dans le groupe sans STARD3 la croissance devait être moins importante puisque les 

cellules cancéreuses HER2+ sont dépendantes en STARD3 pour la prolifération et la 

survie. Comme modèle cellulaire représentatif du cancer HER2+, nous avons choisi la 

lignée HCC1954, car elle possède une amplification de la région q12-q21 du 

chromosome 17 et surexprime HER2 et STARD3. De plus, l’inhibition de l’expression 

de STARD3 dans cette lignée compromet la clonogénicité (Figure 14, Voilquin et al., 

non publiée). 
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Figure 14. STARD3 est nécessaire spécifiquement pour la croissance des cellules 
HER2+ et non pour les cellules HER2-. 
A. Test de clonogénicité des cellules HER2+ (HCC1954) et HER2- (MDA-MB-231) 
non transfectées (WT) et transfectées avec un siRNA de contrôle (siCtrl) et un siRNA 
ciblant STARD3 (siSTARD3). Après 7 jours (MDA-MB-231) ou 21 jours (HCC1954) 
de culture, les colonies ont été colorées au cristal violet et imagées. Des images 
représentatives sont présentées. Barres d'échelle : 25 mm.  
B. Quantification des tests de clonogénicité effectués sur des lignées cellulaires HER2-
amplifiées (HCC1954, SK-BR-3, SK-OV-3, NCI-N87, Calu-3) et non amplifiées (HeLa, 
MCF10A, MCF7, MDA-MB-231). n = 3 expériences indépendantes ; moyenne ± écart-
type ; *** p < 0,001, ANOVA avec test de comparaison multiple de Tukey. Les tests 
statistiques ont été réalisés entre WT, siCtrl et siSTARD3 pour chaque lignée cellulaire.  
C. Analyse par Western blot de l'expression de STARD3 et HER2 dans les lignées 
cellulaires HER2-amplifiées et non-amplifiées utilisées en B et C. La tubuline a été 
utilisée comme contrôle de chargement. 
 

3.1.2. Méthodologie  

 Nous avons analysé 12 souris immunodéficientes (MOUSE BALB/C -NUDE 

FEMALE J, Charles River Laboratory, âge 6 semaines) que nous avons divisé en 2 
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groupes : un groupe nommé STARD3 (siSTARD3) et un groupe contrôle (siCtrl). Dans 

le groupe STARD3, une injection de 200.103 cellules cancéreuses HER2+ préalablement 

transfectées par un mélange de siRNA contre STARD3 a été réalisée, et dans le groupe 

contrôle une injection de 200.103 cellules cancéreuses HER2+ transfectées avec un 

siRNA contrôle ont été réalisées. Le site d’injection était la glande mammaire. Un suivi 

longitudinal sur une période de 53 jours depuis l’injection en bioluminescence a été 

réalisé. Les cellules cancéreuses HER2+ utilisées étaient les cellules HCC1954 

exprimant de manière stable un rapporteur bioluminescent (HCC1954/Luc2).  

 Les animaux ont été suivis chaque semaine par imagerie bioluminescente (jusqu'à 

8 semaines), à l'aide d'un système d'imagerie in vivo IVIS Spectrum (Perkin Elmer, 

Waltham, MA, USA). L'imagerie a été réalisée à l’Institut Clinique de la Souris 

(PHENOMIN-ICS) au sein de l’IGBMC. Lors de chaque imagerie, les souris ont reçu 

une injection intrapéritonéale de D-luciférine (4 mg/souris ; Promega) dissoute dans 

du PBS. Cinq minutes après l'injection de luciférine, les souris ont été anesthésiées 

sous 2 % d'isoflurane dans une chambre d'induction. Une fois l'anesthésie adéquate 

atteinte, les animaux ont été transférés avec précaution sur la plateforme d'imagerie et 

maintenus anesthésiés à l'isoflurane dans la chambre d’induction. Les paramètres qui 

ont été ajustés pour contrôler le niveau du signal sont les suivants : Une région d'intérêt 

(ROI) standardisée au niveau du site d’injection a été réalisée pour chaque souris, ainsi 

qu’une ROI background pour ajuster le niveau du signal au bruit de fond. La 

bioluminescence, exprimée en radiance, a été quantifiée en p/s/cm2/sr et a été calculée 

à l'aide du logiciel Living Image version 4.5.5. 19626 (Perkin Elmer).   
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 Nous avons comparé la différence d’intensité maximale de la radiance pour chaque 

tumeur en fonction de la présence de siSTARD3 ou siCtrl. Une analyse de la taille 

clinique des tumeurs avec un caliper a également été effectuée. Pendant la période 

d’étude, aucun décès n’a eu lieu. Au bout de 53 jours, les souris ont été sacrifiées en 

raison du volume tumoral important.  

 
3.1.3. La croissance des tumeurs HER2+ est compromise par l’inhibition de 

STARD3 

 La Figure 15 montre la comparaison de l’intensité de signal des tumeurs HER2+ 

selon le groupe siSTARD3 versus siCtrl. On note que lors du suivi, l’intensité de du 

signal de bioluminescence du groupe contrôle exprimant STARD3 (siCtrl) est plus 

élevée que celle du groupe n’exprimant pas STARD3 (siSTARD3), la différence étant 

significative, nous pouvons conclure que chez les souris la réduction de l’expression de 

STARD3 par la méthode d’interférence à l’ARN compromet la croissance tumorale. 
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Figure 15. Analyse de la radiance des tumeurs HER2+ selon le groupe 
(siSTARD3/SiCtrl) 
 

 Nous avons réalisé des mesures de la taille clinique des tumeurs lorsque celles-ci 

étaient assez volumineuses (Figure 16). En comparant la taille en fin de protocole, on 

note que la taille était significativement plus importante dans le groupe siCtrl en 

comparaison avec le groupe siSTARD3 (3,14 mm versus 0,78 mm, p = 0,035).  
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Figure 16. Comparaison de la taille clinique des tumeurs HER2+ selon le groupe 
siSTARD3/siCtrl 

 

Ces données suggèrent donc que les tumeurs mammaires HER2+ sont dépendantes 

de STARD3 pour leur croissance.  
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3.2. Quantification immunohistochimique de STARD3 dans 

le cancer du sein HER2+ 

3.2.1. Constitution de la cohorte 

 Afin d’étudier l’expression de STARD3 en immunohistochimie, nous avons 

constitué une cohorte rétrospective monocentrique de patientes atteintes d'un cancer 

du sein HER2-positif et ayant eu une chimiothérapie néoadjuvante associée au 

trastuzumab. Entre 2007 et 2020, 112 patientes ont été incluses. La démarche a suivi 

les recommandations Strengthening the Reporting of Observational Studies in 

Epidemiology (STROBE) (251). La sélection des patientes est décrite dans l’article : 

Lodi M, Voilquin L, Alpy F, Molière S, Reix N, Mathelin C, Chenard M-P, Tomasetto 

C-L. STARD3: A New Biomarker in HER2-Positive Breast Cancer. Cancers. 2023; 

15(2):362. https://doi.org/10.3390/cancers15020362 ; ainsi que dans le diagramme de 

flux suivant (Figure 17).  
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Figure 17. Diagramme de flux de la constitution de la cohorte.  
a La requête initiale concernait tous les cas de cancer du sein HER2+ traités par 
chirurgie ; b Une patiente a été exlue car il s’agissait d’une relecture demandée par un 
autre centre de pathologie ; c certaines microbiopsies initiales étaient archivées dans 
d’autres laborations de pathologie, et malgré que les requêtes leur aient été adressées 
à 3 reprises, certains prélèvement n’ont pas pu être rapatriés pour les analyses, ou 
bien il n’y avait plus assez de matériel pour réaliser des nouvelles analyses ; d soit un 
score HER2 0-1 ou 2+ avec une SISH non amplifiée ; e sans anthracyclines et/ou avec 
pertuzumab 
 

3.2.2. Déclarations éthiques 

 Les tumeurs humaines de cancer du sein proviennent de la tumorothèque du 

Centre de Ressources Biologiques des Hôpitaux Universitaires de Strasbourg (numéro 

1970 390 v0). 

 La partie clinique de cette recherche a été menée sur une cohorte nommée 

SENOMETRY (ClinicalTrials.gov Identifier : NCT02810093), qui a reçu l'avis 
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favorable du Comité de Protection des Personnes (CPP) Est IV en 2016 et le Comité 

d’éthique des Hôpitaux Universitaires de Strasbourg. Le fichier informatique du CRB 

a été déclaré à la Commission Nationale Informatique et Liberté, sous le numéro 

1187586. Les échantillons et les données médicales associées ont été rendus anonymes, 

ce qui permet de les traiter automatiquement à des fins de recherche. 

 

3.2.3. Développement de la technique d’immunohistochimie 

 Nous avons désarchivé deux blocs de paraffine pour chaque patiente : la 

microbiopsie initiale et la pièce tumorale. Chaque bloc a été découpé à l'aide d'un 

microtome, produisant des lames de 4 µm qui ont été déparaffinées et identifiées. 

Ensuite, nous avons réalisé une coloration immunohistochimique automatisée 

(BenchMark Ultra, Ventana, Roche). Pour le marquage STARD3, nous avons utilisé 

l’anticorps primaire anti-STARD3 3G11 (anticorps monoclonal de souris, IGBMC) à 

une dilution au 1/500 appliquée pendant 32 min à 36°C. Ces anticorps anti-STARD3 

ont été développés dans le cadre d'un projet antérieur (données non publiées). La 

description détaillée de la méthodologie d’immunohistochimie de STARD3 est détaillée 

ci-dessous.  

 L'analyse immunohistochimique a été effectuée « à l'aveugle » car les lecteurs 

(Pr. Marie-Pierre Chenard et moi-même) ne connaissaient pas la réponse au TSN. De 

plus, les lames HER2 ont été relues pour chaque cas afin de confirmer la positivité 3+.  
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3.2.3.1. Désarchivage des blocs de pathologie et traitement initial 

Nous avons désarchivé deux blocs pour chaque patiente (la biopsie initiale et la pièce 

tumorale) à partir des archives de pathologie situées à l'Hôpital Civil de Strasbourg. 

Lors du prélèvement initial, chaque spécimen de cancer a été fixé dans du formaldéhyde 

4% [Formaldéhyde 4% tamponné à pH 6,9, Réactifs Carlo Erba] puis déshydraté par 

l'utilisation de plusieurs bains en série contenant de l'éthanol puis du xylène. Enfin, le 

spécimen a été enrobé en bloc de paraffine par un automate. S'agissant d'une étude 

rétrospective, aucune de ces étapes précédentes n'a été réalisée dans le cadre de cette 

étude.  

 

3.2.3.2. Microtomie 

 Chaque bloc est découpé à l'aide d'un microtome. Le bloc est refroidi sur une 

plaque réfrigérée (-15°C) puis placé sur le porte-bloc du microtome (Figure 18A). La 

lame coupe des tranches de 4 µm à chaque passage sur le bloc, produisant un ruban 

constitué de plusieurs tranches. Le ruban est ensuite placé en flottaison dans un bain 

d'eau chaude (40°C), ce qui permet de lisser le ruban. Ensuite, le ruban est soulevé de 

l'eau à l'aide d'une lame de verre placée en dessous. Les lames de verre utilisées ont 

une charge positive [VWR SuperFrost® Plus] afin d'améliorer l'adhérence avec le 

ruban de tissu, chargé négativement. Chaque lame est identifiée par un code-barres et 

une identification de l'échantillon et du protocole. Ensuite, les lames sont placées dans 

un four à tissus à 55°C pendant 1 heure pour commencer la déparaffinisation, qui sera 

complétée dans l'automate.  
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Figure 18. Matériel et automates utilisés pour le protocole d'immunohistochimie 
(A) microtome et (B) automate d’immunohistochimie, avec les cassettes pour les lames (C) et 
les kits de détection (D) comprenant : 1 = inhibiteur (H2O2), 2 = multimère HRP, 3 = 
chromogène (DAB), 4 = substrat (H2O2), 5 = cuivre and 6 = contre-coloration (Hematoxylin 
II) 
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3.2.3.3. Système automatisé de coloration des lames IHC STARD3 

 Le système automatisé de coloration des lames IHC BenchMark Ultra (Figure 

18B, Ventana, Roche) et le kit de détection DAB UltraView Universal (Ventana, 

Roche) sont utilisés pour l'ensemble du protocole (Figure 18D). Les lames sont placées 

à des étapes appropriées (Figure 18C) dans l'automate. La première étape est la 

déparaffinisation en chauffant les lames à 72°C puis en les lavant quatre fois avec la 

solution EZ Prep™ 1x (950-102, Ventana). A partir de cette étape, et plusieurs fois 

durant tout le protocole, de l'huile de paraffine est appliquée sur la lame pour protéger 

la couche aqueuse de la lame de l'évaporation.  

 Ensuite, un prétraitement est nécessaire pour la récupération des antigènes. Cette 

étape consiste à réduire les liaisons disulfuriques par l'association du chauffage à 95°C 

et de la solution Cell Conditioning 1™ (CC1, Ventana, Roche). Le protocole standard 

de 64 minutes est choisi pour notre étude. A la fin du prétraitement, les lames sont 

chauffées à 36°C jusqu'à la fin de l'ensemble du protocole. Les lames sont lavées 3 fois 

avec le tampon de réaction. 

 L'étape suivante est l'inhibition des enzymes endogènes. Les peroxydases 

endogènes sont inhibées par du H2O2 contenu dans UltraView Inhibitor™ (Ventana, 

Roche) appliqué pendant 4 minutes. Les lames sont lavées 2 fois avec le tampon de 

réaction. 

 Ensuite, l'anticorps primaire anti-STARD3 3G11 (anticorps monoclonal de souris, 

IGBMC) à une dilution de 1/500 est appliqué pendant 32 min à 36°C. Initialement, 

différents anticorps anti-STARD3 et différentes dilutions ont été testés à cette étape 
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afin de choisir la meilleure situation expérimentale. Les lames sont lavées 2 fois avec le 

tampon de réaction.  

 Ensuite, de l’UltraView HRP Multimer™(Ventana, Roche) est placé sur les lames 

pendant 8 minutes à 36°C. Cette solution multimère contient des anticorps secondaires 

anti-souris couplés à la peroxydase de raifort (HRP) par un multimère sans couplage 

biotine-avidine.  Les lames sont lavées 3 fois avec le tampon de réaction.  

 À ce stade, les solutions UltraView DAB™ et DAB H2O2™ (Ventana, Roche) sont 

appliquées sur les lames pendant 8 minutes à 36°C. Ces solutions contiennent le 

substrat 3,3'-diaminobenzidine (DAB) et de l’H2O2. Le DAB est oxydé par le HRP en 

présence de l’H2O2, ce qui entraîne le dépôt d'un précipité brun sur le site de l'activité 

enzymatique. Les lames sont lavées une fois avec le tampon de réaction.  

 Plus tard, la solution UltraView Copper™ (Ventana, Roche) contenant du Cu2+ 

est appliquée, assombrissant le signal DAB brun orangé en brun noirâtre, plus facile à 

lire.  Les lames sont lavées une fois avec le tampon de réaction.  

 Enfin, une contre-coloration avec de l'hématoxyline II (Ventana, Roche) pendant 

8 minutes est effectuée. Les lames sont lavées 3 fois et le protocole complet est terminé. 

L'option "Ultra-Wash" - qui consiste à effectuer plus de lavages que le protocole 

standard - a été ajoutée à l'ensemble du protocole afin de réduire le bruit de fond.   

 

3.2.3.4. Post-traitement 

 Les lames sont retirées de l'automate et lavées avec du liquide vaisselle pour 

éliminer l'huile de paraffine. Ensuite, les lames sont déshydratées sous la hotte par 
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l'utilisation de 3 bains en série, le 1er contenant de l'éthanol à 100% puis 2 bains de 

xylène à 100%, 2 à 5 minutes chacun. Les lames sont montées avec la machine Cover 

Tech Microm CTM6 (Thermo Scientific) en utilisant le milieu de séchage rapide 

Pertex® pour le montage (Histolab) et des lamelles de 24x50 mm (Mezel-Glöser).  

 

3.2.3.5. Lecture et sauvegarde des lames 

 Chaque lame a été lue en microscopie optique à fond clair dans le laboratoire de 

pathologie sous la supervision du Professeur M.P. Chenard. Les lames ont été scannées 

avec le NanoZoomer-XR (Hamamatsu) en utilisant le système "whole slide imaging".  

 

3.2.4. Étude de l'expression de STARD3 en immunohistochimie 

 Afin d'étudier l'expression de STARD3 par immunohistochimie, nous avons 

commencé par explorer différents paramètres séparément : l’intensité, le pourcentage 

de cellules positives, le motif et la distribution du signal. Les différentes données sur 

les microbiopsies initiales (n = 112) et sur les pièces opératoires où persistaient des 

cellules tumorales (n = 61) sont résumées dans le Tableau IX. 
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Tableau IX. Paramètres immunohistochimiques de STARD3. 
 Paramètre immunohistochimique de SARD3 Valeur  

M
ic

ro
bi

op
si
e 

in
it
ia

le
 (

n 
=

 1
12

) 

Intensité  
 Moyenne (ET) 2.13 (0.90) 
 Intervalle 0 – 3 
Nombre de cellules positives 
 Moyenne (ET) 90.3 (28.8) 
 Intervalle 0 – 100 
Distribution du signal 
 Absent 8 (7.1%) 
 Diffus 93 (83.0%) 
 Marginalisé 11 (9.8%) 
Granularité du signal 
 Non 15 (13.4%) 
 Oui 97 (86.6%) 

P
iè

ce
 o

pé
ra

to
ir
e 

(n
 =

 6
1)

 

Intensité 
 Moyenne (ET) 1.60 (0.78) 
 Intervalle 0 – 3 
Nombre de cellules positives (%) 
 Moyenne (ET) 87.6 (31.3) 
 Intervalle 0 – 100 
Distribution du signal 
 Absent 5 (9.8%) 
 Diffus 35 (68.6%) 
 Marginalisé 11 (21.6%) 
Granularité du signal 
 Non 14 (27.5%) 
 Oui 37 (72.5%) 

ET = écart-type 

3.2.4.1. L'intensité du signal STARD3 

 Tout d'abord, nous avons étudié l'intensité STARD3 en utilisant une classification 

des intensités de 0 à 3+, similaire à celle utilisée actuellement pour HER2. La Figure 

19 décrit la distribution de l’intensité du signal STARD3 dans les microbiopsies intiales 

et les pièces opératoires. L’intensité était de 2,13 en moyenne pour les microbiopsies et 
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1,60 pour les pièces opératoires.  

 

Figure 19. Distribution de l'intensité du signal STARD3 dans les microbiopsies 
initiales (bleu) et pièces opératoires (gris) 
 

3.2.4.2. Le pourcentage de cellules cancéreuses STARD3-positives 

 Comme l'hétérogénéité intra-tumorale est une caractéristique importante des 

cancers du sein HER2+, nous avons ensuite évalué le pourcentage de cellules 

cancéreuses positives pour le STARD3 (Figure 20). Dans cette cohorte, nous avons 

observé une surexpression homogène de STARD3 dans toutes les cellules de la majorité 

des tumeurs sans hétérogénéité intra-tumorale. Sur les microbiopsies initiales, la grande 

majorité des tumeurs étaient positives pour STARD3 dans l’ensemble de la tumeur (n 

= 100 ; 89,2%), les tumeurs négatives de manière homogène étaient plus rares (n = 8 ; 

7,1%), et 4 cas étaient effectivement hétérogènes (3,6%). Cette distribution était 

similaire pour les pièces opératoires, avec 3 cas hétérogènes (4,9%).  
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Figure 20. Distribution du pourcentage de cellules positives pour STARD3 dans 
les microbiopsies initiales (rouge) et dans les pièces opératoires (gris). 
 

3.2.4.3. Le motif et de la distribution du signal STARD3 

 En immunohistochimie, STARD3 était principalement détecté sous la forme de 

points intracytoplasmiques (Figure 21C). Ces points, ou « grains », étaient parfois 

volumineux et parfois fins, et des associations de différentes tailles de « grains » étaient 

également observées. STARD3 est une protéine endosomale capable de créer des sites 

de contact entre le réticulum endoplasmique et les endosomes (244). De plus, ces 

contacts sont impliqués dans l'accumulation de cholestérol dans les endosomes et dans 

la réduction du cholestérol au niveau de la membrane plasmique (234). Il a été 

démontré que cette fonction cellulaire spécifique était liée à la localisation endosomale 

de STARD3. Nous avons donc émis l’hypothèse que ce signal granulaire de STARD3 

correspond à sa présence sur les endosomes qui sont des vésicules cytoplasmiques.  
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 A l’inverse, certaines tumeurs avaient un signal non granulaire, soit entièrement 

négatif (Figure 21A), soit sous la forme d’un marquage flou diffus dans l’ensemble du 

cytoplasme (Figure 21D).  

 

 

Figure 21. Motifs du signal de STARD3 en immunohistochimie 
Cette figure regroupe différentes photographies de colorations immunohistochimiques de 
STARD3 (anticorps 3G11, 1/500 + UltraWash®). (A) un signal négatif ; (B) Signal 
d’intensité 3+ ; (C) Signal ponctiforme (score positif) ; (D) Signal diffus et de faible 
intensité (score négatif) ; (E) Néoplasie canalaire in situ STARD3-positive 
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3.2.4.4. Localisation de STARD3 dans le carcinome canalaire in situ 

 L'amplification du locus HER2 n'est pas spécifique du carcinome invasif. De 

nombreuses études ont rapporté que les carcinomes canalaires in situ (CCIS) présentent 

une amplification et une surexpression de HER2 (252). En particulier, une étude sur 

les DCIS purs a montré une co-amplification et une co-expression avec HER2 de 

plusieurs gènes voisins dont STARD3 et GRB7 (253). La présence de lésions in situ 

associées aux carcinomes infiltrant étant fréquente, nous avons recherché l'expression 

de STARD3 dans les composants in situ et invasifs des tumeurs de notre série. Nous 

avons trouvé 56 CCIS associés dans la série, ce qui représente environ la moitié des 

échantillons. De manière intéressante, les CCIS présentaient une expression de 

STARD3 (Figure 21E). Le niveau d'expression de STARD3 était identique dans les 

composantes invasives et in situ des tumeurs ; 52 cas de CCIS étaient STARD3-positifs 

et 4 étaient STARD3-négatifs. 

 En conclusion, la mise au point de la technique d’immunohistochimie nous a 

permis de quantifier l’expression de la protéine STARD3 dans les tumeurs mammaires 

humaines HER2+. Ces premières analyses nous ont permis d’évaluer par la suite 

l’impact de l’expression de STARD3 sur la réponse histologique complète, sur le 

pronostic et sur la capacité à discriminer les amplifications des non amplifications 

d’HER2.  
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3.3. Développement du score STARD3 

3.3.1. Comparaison de l’expression de STARD3 selon la réponse complète 

histologique 

 Afin d’étudier quels paramètres de l’expression de STARD3 pourraient être les 

plus significatifs sur la prédiction de la pCR, nous avons tout d’abord comparé les 

différences entre les groupes « pCR » et « absence de pCR ».  

 

Tableau X. Comparaison des caractéristiques de l'expression de STARD3 selon 
la réponse histologique 
 

Absence de 
pCR (N=56) 

pCR (N=56) Total (N=112) P-valeur 
UV MV 

Cellules positives (%) 
Moyenne (ET) 83.750 (36.260) 96.875 (16.557) 90.312 (28.823) 0.015 0.308 
Intervalle 0.000 - 100.000 0.000 - 100.000 0.000 - 100.000 
Intensité 
Moyenne (ET) 1.991 (0.979) 2.277 (0.797) 2.134 (0.900) 0.093 0.592 
Intervalle 0.000 - 3.000 0.000 - 3.000 0.000 - 3.000 
Distribution 
Absent 7 (12.5%) 1 (1.8%) 8 (7.1%) 0.088 0.857* 
Diffus 44 (78.6%) 49 (87.5%) 93 (83.0%) 
Marginalisation 5 (8.9%) 6 (10.7%) 11 (9.8%) 
Signal granulaire 
Non 12 (21.4%) 3 (5.4%) 15 (13.4%) 0.013 0.227 
Oui 44 (78.6%) 53 (94.6%) 97 (86.6%) 

Légende : pCR = réponse histologique complète ; ET = écart-type ; UV et MV = uni- et multi-
varié ; * : comparaison de la catégorie « marginalisation » versus les autres 

 

 Dans le Tableau X, on note que le pourcentage de cellules positives et le signal 

granulaire sont associés avec la présence d’une pCR, toutefois l’analyse multivariée ne 

nous permet pas d’affirmer qu’il s’agit de caractéristiques indépendantes des autres 

paramètres. Par conséquent, nous avons voulu étudier par différentes approches pour 



152 

établir un score immunohistochimique qui privilégie performances et simplicité 

d’utilisation.  

 

3.3.2. Classifications supervisées par différents modèles de machine learning à 

partir des paramètres immunohistochimiques de STARD3 

3.3.2.1. Méthodologie 

 Nous avons développé et testé différents modèles prédictifs à l’aide du logiciel 

Orange Data Mining (version 3.32.0). La Figure 22 résume le processus de 

développement et évaluation des différents modèles.  

 Dans une première partie, nous avons sélectionné uniquement les paramètres 

immunohistochimiques de l’expression de STARD3 sur les microbiopsies initiales :  

§ Le nombre de cellules positives (variable continue ; 0-100) 

§ L’intensité du signal (variable continue ; 0-3) 

§ La distribution du signal (variable catégorique ; absent, diffus, marginalisé) 

§ Le signal granulaire (variable binaire) 

§ L’aspect du signal granulaire (variable catégorique ; absent, flou, grains fins, gros 

grains, grains mixtes fins et gros) 

 Ensuite, nous avons intégré les autres paramètres cliniques et pathologiques 

disponibles au diagnostic afin d’étudier si un score combiné pouvait améliorer les 

performances : 

§ Age 

§ Grade tumoral 
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§ Expression des récepteurs hormonaux (H-scores 

§ Ki67 

§ Stade TNM initial 

§ Sous-type histologique 

§ Unifocalité 

 Dans chaque situation, nous avons développé différents modèles basés sur les 

algorithmes suivants : 

§ Régression logistique : régularisation LASSO (L1), C = 0,020 

§ Random forest : nombre d’arbres = 1000 ; limite des sous-catégories = 5 

§ k Nearest Neighbors (kNN) : nombre de voisins = 5 ; métrique euclidienne ; poids 

uniforme 

§ Bayes naïf 

§ Gradient Boosting : méthode scikit-learn ; nombre d’arbres = 100 ; limite des sous-

catégories = 2 ; taux d’apprentissage = 0,100 

§ Réseau neuronal : nombre de neurones dans les couches cachées = 100 ; fonction 

d’activation = ReLu (Rectified Linear Unit) ; algorithme 

d’optimisation stochastique = Adam ; alpha = 0,0001 ; nombre maximal 

d’itérations = 200.  
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Figure 22. Workflow du développement des modèles prédictifs 
Légende : pCR = pathological Complete Response (réponse histologique complète) ; 
kNN = k-Nearest Neighbors ; ROC = Receiver Operating Characteristic 
 

3.3.2.2. Résultats 

Le Tableau XI résume les performances des différents modèles qui se basent 

uniquement sur les paramètres immunohistochimiques de STARD3. On note que les 

aires sous les courbes allaient de 49,3% (régression logistique) à 64,2% (kNN). Le 

modèle kNN était celui avec les meilleures performances (F1-score 66,6% ; moyenne 

harmonique entre la précision [valeur prédictive positive] et le « recall » ou sensibilité).  
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Tableau XI. Performances des modèles prédictifs basés uniquement sur les 
paramètres immunohistochimiques de STARD3 
Modèle AUC F1-score Précision  Sensibilité Spécificité 
kNN STARD3 0,642 0,666 0,676 0,670 0,670 
Random Forest STARD3 0,627 0,633 0,635 0,634 0,634 
Neural Network 0,607 0,538 0,547 0,545 0,545 
Gradient Boosting 
STARD3 

0,600 0,597 0,600 0,598 0,598 

Naive Bayes STARD3 0,556 0,508 0,585 0,554 0,554 
Logistic Regression 
STARD3 

0,493 0,333 0,250 0,500 0,500 

Légende : AUC = aire sous la courbe ; F1-score = moyenne harmonique de la précision 
(valeur prédictive positive) et de la sensibilité 
 

 Lorsqu’on intègre les différents paramètres cliniques et pathologiques initiaux 

supplémentaires, on note que les performances prédictives sont meilleures ( 

Tableau XII). Le modèle le plus performant dans cette série est celui basé sur 

l’algorithme des forêts aléatoires, avec une AUC à 74,2% et un F1-score à 63,7%.  

 
Tableau XII. Performances des modèles prédictifs basés sur les paramètres 
immunohistochimiques de STARD3 et les autres caractéristiques clinico-
pathologiques initiales 
Modèle AUC F1-score Précision Sensibilité Spécificité 
Random Forest All 0,742 0,637 0,632 0,643 0,625 
Gradient Boosting All 0,742 0,667 0,692 0,643 0,714 
Logistic Regression All 0,714 0,643 0,643 0,643 0,643 
Naive Bayes All 0,692 0,617 0,647 0,589 0,679 
kNN 0,612 0,610 0,581 0,643 0,536 
Neural Network 0,583 0,564 0,541 0,589 0,500 

Légende : AUC = aire sous la courbe ; F1-score = moyenne harmonique de la précision 
(valeur prédictive positive) et de la sensibilité 
 

 

 Bien que les performances des différents modèles soient correctes (notamment en 
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cas d’intégration de l’ensemble des caractéristiques cliniques et pathologiques initiales), 

l’utilisation de ce type d’algorithmes n’est pas facile d’utilisation en pratique courante 

et la complexité des différents modèles rend l’explication du poids des différents 

facteurs difficile et peu intuitive. Par conséquent, nous avons voulu analyser si d’autres 

approches plus simples et tout aussi performantes existaient.  

 

3.3.3. Classification non supervisée par machine learning à partir des 

paramètres immunohistochimiques de STARD3 

3.3.3.1. Méthodologie 

 Afin d’identifier des groupes homogènes d’expression de STARD3, nous avons 

réalisé une classification non supervisée selon la méthode hiérarchique agglomérative à 

l’aide du logiciel R et des librairies cluster et factoextra. Dans cette méthode, chaque 

observation est affectée à son propre cluster. Ensuite, la similarité (ou la distance) 

entre chaque cluster est calculée et les deux clusters les plus similaires sont fusionnées 

en un seul. Afin de calculer la distance entre les différentes observations, plusieurs 

méthodes existent, dans cette analyse nous avons utilisé la méthode de Ward qui 

minimise la variance intra-cluster et qui a donné les meilleures performances 

(coefficient agglomératif de 0,9964237 versus 0,9872295 pour les autres méthodes). 

Ensuite, nous avons testé différents nombres de clusters déterminés par l’algorithme 

avec la mesure du taux de réponse complète dans chaque cluster, afin d’identifier des 

sous-groupes spécifiques. 

3.3.3.2. Résultats 
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 Lorsque l’algorithme divisait la cohorte en clusters, les performances n’étaient pas 

satisfaisantes (résultats non décrits). A l’inverse, lors de la division en 15 clusters 

différents, l’interprétation devenait trop compliquée et pas assez intuitive. Nous avons 

retenu une classification en 10 clusters distincts présentée dans le Tableau XIII.  

 

Tableau XIII. Distribution en 10 clusters lors de l'analyse non supervisée 
Cluster Signal 

granulaire 
Intensité 
moyenne 

Distribution 
diffuse 

Distribution 
marginalisée 

Cellules 
positives 

Taux de 
pCR 

3 Oui 1.2 Oui Non 100% 88,9% 
4 Oui 1.9 Non Oui 96% 66,7% 
1 Oui 3.0 Oui Non 100% 61,6% 
8 Non 0.5 Oui Non 17% 50,0% 
2 Oui 2.0 Oui Non 100% 39,1% 
7 Oui 2.5 Oui Non 100% 37,5% 
6 Non 1.0 Oui Non 100% 33,3% 
9 Non 0.0 Non Non 0% 12,5% 
5 Oui 2.0 Oui Non 10% 0,0% 
10 Non 1.0 Non Oui 100% 0,0% 

Légende : pCR = pathological complete response 
 
 

Les 3 groupes avec le meilleur taux de réponse (61-89%) étaient ceux ayant un : 

§ Signal granulaire diffus de faible intensité [cluster #3] 

§ Signal granulaire marginalisé (toute intensité confondue) [cluster #4] 

§ Signal granulaire diffus de forte intensité [cluster #1] 

Les 3 groupes avec le taux de réponse le plus faible (0-12,5%) étaient les suivants : 

§ Signal absent [cluster #9] 

§ Signal granulaire diffus mais hétérogène au niveau tumoral [cluster #5] 

§ Signal non granulaire marginalisé de faible intensité [cluster #10] 

 Au total, en analyse non supervisée, le signal granulaire traduisait un bon taux 
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de réponse sauf en cas de tumeur hétérogène avec faible contingent STARD3+. Le 

signal granulaire diffus de faible intensité semblait meilleur que celui de forte intensité. 

La marginalisation du signal soit vers le noyau soit vers la membrane plasmique 

semblait être associée à une bonne réponse uniquement si le signal était granulaire. Les 

tumeurs STARD3 négatives complètes avaient des mauvaises répondeuses au TSN. En 

raison de la difficulté à établir un score simple d’utilisation à partir des groupes 

précédemment identifiés, le choix du critère binaire “signal granulaire ou non” 

demeurait le meilleur compromis entre performances et simplicité d’utilisation.  

 

3.3.4. Étude du poids des paramètres immunohistochimiques de STARD3 

3.3.4.1.  Méthodologie 

 Afin d’évaluer le poids de chaque paramètre du score STARD3 dans la prédiction 

de la réponse complète, nous avons réalisé une régression logistique. La variable 

d’intérêt était la pCR qui est binaire (oui/non). Les variables explicatives de STARD3 

étaient les suivantes : 

§ Intensité : continue (0-3) ou binaire (≥2) 

§ Signal granulaire : binaire (oui/non) 

§ Distribution : catégorique (absente / marginale / diffuse) 

§ Taux de cellules positives : continue (0-100) et son corollaire l’hétérogénéité 

tumorale définie comme un taux < 80% 

§ Cluster de l’analyse non supervisée (cf. supra)  

 Nous avons réalisé différents modèles qui comprenaient une ou plusieurs variables 
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explicatives  

 

3.3.4.2. Comparaison des modèles 

 Les meilleurs modèles sont définis par l’AIC (Akaike information criterion) et le 

BIC (Bayesian Information Criterion) les plus bas, ce qui équivaut à la vraisemblance 

la plus élevée. En comparant les différents modèles, nous pouvons observer que le score 

obtenu à partir de l’analyse non supervisée de hiérarchisation est légèrement meilleur 

que celui avec la granularité uniquement. Toutefois, en raison de la simplicité 

d’utilisation de la catégorisation en signal granulaire ou pas en pratique clinique, ce 

dernier semble être le meilleur compromis pour définir la positivité pour STARD3. 

 

Tableau XIV. Comparaison des modèles de régression logistique du score 
immunohistochimique STARD3 
Paramètres Place AIC BIC 
Granularité (seule) 2 154.6 162.8 
Cluster (haut/bas risqué, binaire) 2 146.1 154.2 
Cluster de l’analyse non supervisée (cluster individuel) 5 146.0 162.0 
Granularité + Intensité ≥	2	+ Distribution diffuse + 
Hétérogénéité 

5 155.0 171.3 

Granularité + Intensité (continue) + Distribution 
marginalisée + Hétérogénéité 

6 160.9 180.0 

Granularité + Intensité ≥ 	 2	 + Distribution + 
Hétérogénéité 

6 155.8 174.8 

Intensité = 3 + Granulaire + Distribution + 
Hétérogénéité 

6 161.2 180.3 

Légende : AIC = Akaike information criterion ; BIC = Bayesian Information 
Criterion 

 

3.3.4.3. Pondération des variables dans la régression logistique 

 Dans le modèle qui comporte uniquement le signal granulaire comme variable 
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explicative pour la réponse complète, la probabilité d’une réponse complète est 4.18x 

supérieure qu’en cas de signal non granulaire, et ceci de manière statistiquement 

signficative (p = 0.002) 

 

3.3.5. Conclusion sur le score STARD3 

 Après cette recherche extensive d’une approche à la fois simple et performante 

pour prédire la réponse histologique complète selon l’expression de STARD3, on retient 

que le signal granulaire à lui tout seul présente le meilleur rapport et le plus d’intérêt. 

Par conséquent, dans les parties suivantes de cette thèse c’est ce paramètre qui a été 

retenu pour constituer le score STARD3.  
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3.4. STARD3 : un nouveau biomarqueur dans le cancer du 

sein HER2-positif 

 L’article suivant décrit les résultats les différentes parties des résultats ci-dessous  

: Lodi M, Voilquin L, Alpy F, Molière S, Reix N, Mathelin C, Chenard M-P, Tomasetto 

C-L. STARD3: A New Biomarker in HER2-Positive Breast Cancer. Cancers. 2023; 

15(2):362. https://doi.org/10.3390/cancers15020362 

 

3.4.1. Corrélation entre l’amplification et l’expression de HER2 et STARD3 

par analyse des banques de données publiques 

 

3.4.2. Valeur prédictive de STARD3 sur la réponse histologique complète 

 

3.4.3. Valeur pronostique de STARD3  

 

3.4.4. Impact du traitement systémique néoadjuvant sur l’expression de 

STARD3   
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Article

STARD3: A New Biomarker in HER2-Positive Breast Cancer
Massimo Lodi 1,2,3 , Laetitia Voilquin 3, Fabien Alpy 3 , Sébastien Molière 1,2,3 , Nathalie Reix 1,
Carole Mathelin 1,2,3 , Marie-Pierrette Chenard 1 and Catherine-Laure Tomasetto 3,*

1 Department of Pathology, Strasbourg University Hospital, 67200 Strasbourg, France
2 Surgical Oncology Department, Institut de cancérologie Strasbourg Europe (ICANS), 17 Rue Albert Calmette,

67200 Strasbourg, France
3 Institut de Génétique et de Biologie Moléculaire et Cellulaire (IGBMC), CNRS UMR7104, INSERM U1258,

Université de Strasbourg, 1 Rue Laurent Fries, 67400 Illkirch-Graffenstaden, France
* Correspondence: cat@igbmc.fr

Simple Summary: One out of 8 breast cancers is of a particular type called “HER2-positive”, which
is more aggressive and is treated by surgery and a medical treatment associating chemotherapy and
a targeted drug against the protein HER2, possibly followed by radiotherapy and endocrine therapy.
When the medical treatment is performed before others (neoadjuvant) and that all cancer cells are
gone, this is called “pathological complete response”, which is an important good-prognosis marker.
This article studied on a group of 112 patients with HER2-positive breast cancer, the presence of a
protein called STARD3, which has a strong biological and genetic association with HER2. It found
that STARD3 was strongly associated with pathological complete response and could predict this
response. It also investigated if the presence of STARD3 had an impact on prognosis (such as survival
and the risk of cancer recurrence). This work suggests that the study of STARD3 for HER2-positive
breast cancers could lead to a better treatment planning, and further studies are needed.

Abstract: Pathological complete response (pCR) after neoadjuvant systemic treatment (NST) is an
important prognostic factor in HER2-positive breast cancer. The majority of HER2-positive breast
cancers are amplified at the HER2 gene locus, several genes are co-amplified with HER2, and a
subset of them are co-expressed. The STARD3 gene belongs to the HER2 amplicon, and its role as a
predictive marker was never addressed. The objective of this study was to investigate the predictive
value of STARD3 protein expression on NST pathological response in HER2-positive breast cancer. In
addition, we studied the prognostic value of this marker. Methods. We conducted a retrospective
study between 2007 and 2020 on 112 patients with non-metastatic HER2-positive breast cancer
treated by NST and then by surgery. We developed an immunohistochemistry assay for STARD3
expression and subcellular localization and determined a score for STARD3-positivity. As STARD3 is
an endosomal protein, its expression was considered positive if the intracellular signal pattern was
granular. Results: In this series, pCR was achieved in half of the patients. STARD3 was positive in
86.6% of cases and was significantly associated with pCR in univariate analysis (p = 0.013) and after
adjustment on other known pathological parameters (p = 0.044). Performances on pCR prediction
showed high sensitivity (96%) and negative predictive value (87%), while specificity was 23% and
positive predictive value was 56%. Overall, specific, relapse-free, and distant metastasis-free survivals
were similar among STARD3 positive and negative groups, independently of other prognosis factors.
Conclusion: NST is an opportunity for HER2-positive cancers. In this series of over a hundred HER2-
positive and non-metastatic patients, a STARD3-negative score was associated with the absence of
pathological complete response. This study suggests that determining STARD3 overexpression status
on initial biopsies of HER2-positive tumors is an added value for the management of a subset of
patients with high probability of no pathological response.

Keywords: breast cancer; human epidermal growth-factor receptor 2 (HER2); neo-adjuvant systemic
treatment; STARD3; pathological complete response
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1. Introduction
Breast cancer is a heterogeneous disease, composed of different biological subtypes

which have distinct behaviors and prognosis. Amplification of the human epidermal
growth factor receptor 2 (HER2) is present in 13–15% of cases [1] and leads to a biologically
aggressive malignancy with increased sensitivity to chemotherapy. Today, in the clinical
practice, HER2 positivity is established by pathologists using immunohistochemistry (IHC),
possibly in situ hybridization (ISH) and follows international guidelines [2]. HER2-positive
cancers have a specific treatment sequence based on the combination of chemotherapy
and anti-HER2 targeted therapies. This specific patient care protocol includes, in most
cases, a systemic treatment of cytotoxic chemotherapy (with or without anthracyclines),
which is associated with targeted anti-HER2 therapies blocking either the receptor itself
or its tyrosine kinase activity. Over the years, clinicians have noted that in the case of
non-metastatic diseases, neoadjuvant systemic treatment (NST) has multiple benefits. First,
NST reduces tumor size and favors breast-conserving surgery with a better aesthetic result.
Second, it accelerates systemic treatment, which is beneficial in case of the presence of
occult distant disease and when surgery must be delayed. This might happen during
pregnancy or during oncogenetic testing, given that the results can change the surgical
treatment. Third, NST allows for the evaluation of tumoral response to a given therapeutic
regimen. Notably, pathological response to NST gives a direct indication of treatment
efficiency and constitutes an important prognostic factor. The presence of residual invasive
disease either in the breast or in axillary nodes after NST with single or dual HER2-targeted
therapy is an indication for a postoperative adjuvant treatment with the next generation
of anti-HER2 therapy ado-trastuzumab emtansine (T-DM1). The number of anti-HER2
therapies is continuously increasing, and with the expansion of this therapeutic arsenal,
there is a need to properly tailor anti-HER2 targeted treatment. Moreover, given that these
treatments are cost-effective and may have deleterious side-effects, much attention is being
paid to improve the prediction of clinical benefits. Some clinicopathological factors are
associated with pCR such as high grade, hormone receptor negativity, absence of lympho-
vascular invasion, or high Ki67 [3–5]. Conversely, large tumor size [6] and lymphovascular
invasions [7] are inversely associated with pCR. Compared with the other subtypes, HER2+
breast cancers achieve higher rates of pCR [5], with the rates that vary between clinical trials
being estimated to reach 50% with taxanes-anthracyclines-based regimens in association
with trastuzumab [8–10]. Other regimens without anthracyclines have been published,
such as in the TRAIN study comparing carboplatin-taxanes-trastuzumab with or without
pertuzumab (pCR rates of 67 versus 68%, respectively, not significantly different] [11,12]) or
in the TRYPHAENA study comparing anthracyclines, docetaxel, carboplatin, trastuzumab,
and pertuzumab [13]. Nonetheless, a number of cases do not respond to NST, and there
is a need to find additional predictive factors. In our laboratory, we have identified a
gene named StAR-related lipid transfer domain-3 (STARD3) co-amplified and co-expressed
with HER2 in breast cancer [14,15]. STARD3 is present in the HER2 minimal region of
amplification in cancers [16–18], and importantly, STARD3 functions in HER2+ cancer
cells. The reduction of STARD3 expression in HER2-positive cancer cell lines reduces
their growth [19–21]. Of interest, Salberg et al. noted that cell lines resistant to anti-HER2
therapies were still dependent on STARD3 expression [21], suggesting that STARD3 has
a unique role in the biology of HER2-positive cancer cells and may be a predictive factor
for pCR.

The objective of this study was to investigate the prognostic and predictive value of
STARD3 protein expression on NST pathological responses in HER2-positive breast cancer.

2. Materials and Methods
2.1. Expression Analyses from Public Databases

Data were extracted from the Cancer Cell Line Encyclopedia website, Broad Institute
of MIT and Harvard [22]. We collected mRNA expression (RNAseq) and DNA copy
number for each gene on 51 different breast cancer cell lines (Table S1). Statistical analyses
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and graphical plotting were carried out using R version 4.1.3 (10 March 2022) [23] and
R packages Hmisc, ggpubr, ggplot2, and GEOquery. For correlation, we used Pearson
correlation test, and the regression line was made with a linear model. A breast invasive
carcinoma study was identified in cBioPortal (cbioportal.org) for Cancer Genomics [24].
Genomic profiles corresponding to mRNA expression z score relative to all samples (log
microarray) were selected. The ERBB2 and STARD3 genes were queried. The correlation
between ERBB2 and STARD3 mRNA expression was determined using the plot tab, and
horizontal axis and vertical axes corresponded to STARD3 and ERBB2 mRNA expression
(microarray), respectively. The regression line tab was selected. The Gene Expression
Omnibus (GEO) repository [25] was queried for HER2-positive breast cancers specimens
treated with similar neoadjuvant systemic treatment (see eligibility criteria) and measuring
pathological complete response. Two studies were found, evaluating gene expression by
RNA sequencing, including n = 24 [26] and n = 57 specimens [27]. A comparison of STARD3
RNA between the “pCR” and “no pCR” groups was performed with a Wilcoxon test.

2.2. Cell Culture and Transfections
HCC1954 (American Type Culture Collection CRL-2338) cells were maintained in

RPMI w/o HEPES with 10% fetal calf serum (FCS) and 40 µg/mL gentamycin. HeLa
(ATCC CCL-2) cells were maintained in DMEM with 5% FCS and 40 µg/mL gentamycin.
Transient siRNA transfections were performed using Lipofectamine RNAiMAX (Invitrogen,
P/N 56532) according to the manufacturer’s instructions. Control siRNA (D-001810-10)
and STARD3-targeting siRNAs (L-017665-00) were from SMARTpool ON-TARGETplus
obtained from Horizon Discovery. siRNAs were used at 10 nM final concentration and
cells were transfected 24–72 h prior to experiments. Plasmid transient transfections were
done in 6-well plate using X-tremeGENE 9 DNA Transfection Reagent (Roche) and 1 µg
of pEGFP-STARD1, pEGFP-STARD2, pEGFP-STARD3, pEGFP-STARD4, pEGFP-STARD5,
or pEGFP-STARD6. Protein extracts were obtained 48 h after transfection by scraping
phosphate-buffered saline 1X (PBS) washed cells with 300 µL of lysis buffer (150 mM
Tris.HCl, Ph 7.4, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% Triton X-100, and 1X Complete protease
inhibitor from Roche). After 15 min on ice, cell extracts were centrifuged for 10 min at
10,000 rpm, and supernatants were collected and quantified.

2.3. Immunofluorescence and Western Blot
HCC1954 cells were grown to 70% confluence on glass coverslips. After washing

with PBS 1X, cells were fixed 10 min at room temperature in 4% paraformaldehyde in
PBS 1X then permeabilized for 10 min with 0.1% Triton X-100 in PBS. After blocking in 1%
bovine serum albumin in PBS, cells were incubated at 4 �C overnight with the primary
mouse anti-STARD3 3G11 (1:1000) antibody (IGBMC). Secondary antibody (1:1000) was
Donkey anti Mouse Alexa-555 (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA). Nuclei were
counterstained with the Hoechst-33258 dye (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA).
Slides were mounted in ProLong Gold (Invitrogen, Waltham, MA, USA). Observations
were made with a confocal microscope (Leica SP8 UV, 63⇥, NA 1.4). For Western blot
analysis, nearly equal amounts of proteins (20 µg) were separated into 7–14% SDS–PAGE
and transferred onto nitrocellulose membranes. Membranes were blocked with non-fat dry
milk 3% in 1⇥ PBS, Tween-20 0.1%, and incubated overnight at 4 �C with anti-STARD3
(3G11; 1/1000), anti-GFP (1/2000) (TP401, Torrey Pines Biolabs, Secaucus, NJ, USA), and
anti-Rab7 (#2576 1/1000). Secondary horseradish peroxidase (HRP) conjugated anti-Mouse
and anti-Rabbit antibodies were from Jackson ImmunoResearch. Signals were acquired
using the LAS Quant 4000 System (GE Healthcare, Uppsala, Sweden). All the whole
western blot figures can be found in the Supplementary Materials.
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2.4. STARD3 Immunohistochemistry Assay on Human Breast Cancer
2.4.1. Study Design

We conducted a retrospective analysis of STARD3 expression in HER2-positive human
breast cancers. For that, we constituted a cohort of patients diagnosed with a HER2-
positive primary breast cancer by routine immunohistochemistry (score 3+) treated at the
Strasbourg University Hospital between 2007 and 2020. This clinical study included 112
HER2-positive breast cancer patients treated with NST at Strasbourg University Hospitals
and was conducted following the Strengthening the Reporting of Observational Studies in
Epidemiology (STROBE) guidelines [28].

2.4.2. Eligibility Criteria
Inclusion criteria were: (1) primary breast cancer with stage I to III at diagnosis;

(2) HER2-positive breast cancer defined by a IHC score of 3+; (3) surgical treatment and
pathological analysis of the operative specimen at the Strasbourg University Hospitals;
(4) anthacycline-based NST with trastuzumab [(F)EC-TH protocols]: epirubicin and cy-
clophosphamide with or without fluorouracil (respectively, FEC and EC) every three weeks
for three to four cycles, followed by taxanes (weekly paclitaxel for nine to twelve cycles or
docetaxel every three weeks for three to four cycles) and trastuzumab every three weeks;
and 5) patient informed consent. Patients with initial metastatic disease and those for
whom the initial core biopsy was not available for analysis were excluded. Patient selection
was resumed in the CONSORT diagram (see Figure 1).

Figure 1. Flow chart of patient selection. a The initial query was all breast specimens HER2+ treated
by surgery; b one patient was excluded as it was a second pathology opinion after a surgery in another
center; c some initial core biopsies were stored in other pathology laboratories. Requests for stored
material in other laboratories were made 3 times, some were recovered but others were not available
or did not have residual material to perform immunohistochemistry assays; d either HER2 score 0–1
or 2+ with non-amplified in situ hybridization; e without anthracyclines and/or with pertuzumab.
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2.4.3. Study Endpoints
Primary endpoint was the detection and location of STARD3 protein expression by

IHC in core biopsies before NST and its performances in pCR prediction. The secondary
endpoint was survival (overall, specific, and event-free) according to STARD3 expression.

2.4.4. Patient Selection
We performed an initial query in the pathology laboratory database of the Strasbourg

University Hospital (DIAMIC®, INFOLOGIC-Santé, Valence, France). Then, we gathered
different clinical and pathological parameters for each patient from the electronic health
record. According to the therapeutic response, we divided the cohort into two groups:
“pCR” and “no pCR”. pCR was defined by a complete tumor regression after NST, and
included patients with no residual cancer cells (ypT0N0 according to the TNM classifica-
tion [29]) or with residual in situ neoplasia and the absence of infiltrative cancer (ypTisN0).
The “no pCR” group included all the other patients.

2.4.5. Clinical and Pathological Characteristics
Hormone receptor and HER2 expression were quantified according to the American So-

ciety of Clinical Oncology (ASCO)/College of American Pathologists (CAP) guidelines [2,30].
Tumors were considered hormone receptor positive if H-Score was >10. HER2 was con-
sidered negative if the score was 0 or 1+ and positive for 3+. In the case of HER2 score 2+,
silver in situ hybridization (SISH) was performed to assess HER2 amplification. Nuclear
grade was described according to the Elston and Ellis modified Scarff–Bloom–Richardson
(SBR) grading system [31]. Tumor stage was defined according to the TNM Classification of
the American Joint Committee on Cancer classification [29]. Survival was calculated from
time of diagnosis. We considered a patient lost to follow-up if the last known date was
greater than 1 year and the patient did not complete the recommended follow-up program.

2.4.6. STARD3 Immunohistochemistry Protocol
For each patient, we gathered clinical and pathological data. Then, we unarchived

the initial core biopsy of the tumor, which was previously fixed in formaldehyde and
embedded in a paraffin block. Each block was cut in 4 µm slices using a microtome
that were placed on positive-charged glass slides [VWR SuperFrost® Plus, Rosny-sous-
Bois, France] after a bath in 40 �C water. Each slide was identified with a bar code and
specimen and protocol identification. We then proceeded to automated deparaffinization
and staining using BenchMark Ultra IHC slide staining system automat (Ventana, Roche,
Basel, Switzerland) with UltraView Universal DAB detection kit (Ventana, Roche). The first
step was deparaffinization by heating slides to 72 �C then washing them four times with
EZ Prep™ 1x (950-102, Ventana, Roche) solution. Then, a pre-treatment was performed by
association of heating to 95 �C and Cell Conditioning 1™ solution (CC1, Ventana, Roche)
with the 64-min standard protocol. At the end of pre-treatment, slides were at 36 �C until
the end of the whole protocol. Slides were washed 3 times with reaction buffer. Endogenous
enzyme inhibition was performed with UltraView Inhibitor™ (Ventana, Roche) applied for
4 min. Slides were washed 2 times with reaction buffer. Then, anti-STARD3 3G11 primary
antibody (mouse monoclonal antibody, IGBMC, [32]) at 1/500 dilution was applied for
32 min at 36 �C. Initially, different anti-STARD3 antibodies and different dilutions were
tested in order to choose the best experimental situation. Slides were washed two times with
reaction buffer. Next, secondary anti-mouse antibody coupled with horseradish peroxidase
(UltraView HRP Multimer™ (Ventana, Roche)) was applied for 8 min at 36 �C. Slides were
washed 3 times with reaction buffer. At this point, UltraView DAB™ and DAB H2O2™
(Ventana, Roche) were applied on the slides for 8 min at 36 �C, and UltraView Copper™
(Ventana, Roche) was used to improve staining readability. Slides were washed once with
reaction buffer. Ultimately, a counterstaining with Hematoxylin II (Ventana, Roche) for
8 min was performed. Slides were dehydrated with ethanol and xylene, then mounted with
the machine Cover Tech Microm CTM6 (Thermo Scientific) using Pertex® rapid drying
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medium for mounting (Histolab, Askim, Sweden) and 24 ⇥ 50 mm cover slips (Mezel-
Glöser, VWR). For each patient, we examined STARD3 and HER2 immunohistochemistry
assays using brightfield microscopy, and those slides were scanned with NanoZoomer-XR
(Hamamatsu, Shizuoka, Japan) using the whole slide imaging system.

2.4.7. Statistical Analysis
Statistical analysis was performed with R version 4.1.3 (10 March 2022) [23]. When

comparing qualitative variables, we performed two-sided Chi2 tests with Yates’s correction
(or Fisher’s exact tests if the samples sizes were small). When comparing quantitative
variables (such as age) we used two-sided Wilcoxon tests. We measured the test perfor-
mance using sensitivity, specificity, positive and negative predictive value, and calculated
their 95% confidence intervals (95% CI). For multivariate analysis of dichotomous variables
(pCR versus no pCR), we performed a binomial logistic regression with a generalized
linear model (logit model). Odds ratio and their 95% CI were obtained with exponential
of each variable coefficient and confidence intervals. For survival analysis, we used the
Kaplan–Meier method and the log-rank test, and the Cox Proportional Hazard survival
models for multivariate analysis.

3. Results
3.1. A Strong Association between STARD3 and HER2 in Breast Cancers

Gene amplification is an important mechanism in cancer, leading to increased gene
expression and gain of function [33]. In our previous studies, using cell lines and breast
tumors, we showed that STARD3 gene amplification and overexpression paralleled that
of HER2 [14,15,34]. In order to precisely establish the relationship between DNA copy
number and RNA expression levels for STARD3 and other genes from the HER2 amplicon
in independent samples, we took advantage of the CCLE (Cancer Cell Line Encyclopedia)
project [22]. We extracted DNA copy number and RNA expression data for HER2, GRB7,
STARD3, and TOPA2 genes in 51 breast cancer cell lines (Table S1). The correlation coef-
ficient between DNA copy number and RNA expression was calculated for the different
genes tested. STARD3 expression showed a strong positive correlation with its own DNA
copy number (Figure 2A), a feature shared by HER2 and Growth factor receptor-bound
protein 7 (GRB7) (Figure 2B). More important, STARD3 DNA copy number showed a strong
positive correlation with HER2 DNA copy number, and both STARD3 DNA copy number
and its expression (RNA level) are strongly correlated with that of HER2 (Figure 2). We
next explored a large-scale cancer genomics database using the cBioPortal resource [24].
In this collection of invasive breast tumors, STARD3 expression was positively correlated
with HER2 expression (Figure 2C).

Several studies reported a poor prognostic value for STARD3 expression in breast can-
cers [35,36]. However, data about its potential interest as a predictive biomarker regarding
therapeutic intervention are still missing. In this study, we investigated STARD3 expression
on a cohort of HER2-positive breast cancers. With the aim of examining STARD3 expression
by immunohistochemistry (IHC), we tested the specificity of an anti-STARD3 antibody
developed in our laboratory [32]. We first analyzed STARD3 expression by western blot on
a HER2-positive cell line (HCC1954). The 3G11 antibody detected STARD3 in wild-type
cells and cells transfected with control small interfering RNAs (siRNAs) while no signal
was detected in cells treated with specific siRNAs against STARD3 (Figure 3A). Next,
because STARD3 belongs to a family of 15 related proteins in mammals [37], we studied
signal specificity with respect to the other members of the START protein family. To this
aim, different constructs expressing fusion proteins between the GFP and a number of
STARD proteins were transfected in HeLa cells and analyzed by western blot. We expressed
STARD1 and STARD4-D6, as they are the STARD3 closest homologs in the family. The
anti-STARD3 antibody recognized only the GFP-STARD3 construct (Figure 3B), indicating
its specificity. We then tested the antibody by immunofluorescence on HCC1954 cells. This
experiment showed that the anti-STARD3 antibody recognized a punctate cytoplasmic



168 

  

Cancers 2023, 15, 362 7 of 22

signal typical of STARD3 in wild-type and control cells, while the signal was lost in cells
transfected with siRNAs against STARD3 (Figure 3C). Finally, the antibody was tested by
IHC on fine needle breast biopsies. As shown in Figure 3D, the antibody detected a specific
punctate or granular signal in the cytoplasm of cancer cells, while normal epithelial and
stromal cells were negative.

Altogether, these data confirmed the strong correlation between STARD3 and HER2
DNA amplification and RNA expression in breast cancer and prompted us to examine
STARD3 protein expression in a clinical series by IHC using a specific anti-STARD3 anti-
body.

Figure 2. STARD3 and HER2 expression are correlated in breast cancers. (A) Pearson correlation
coefficient and regression line showing the correlation between STARD3 DNA, HER2 RNA, HER2
DNA, GRB7 RNA, TOP2A DNA, TOP2A RNA, and STARD3 RNA. RNA and DNA data were
obtained from the Cancer Cell Line Encyclopedia database. RNA expressions are Log2 values, DNA
represents copy number variation. (B) Pearson correlation coefficient (r) matrix and its statistical
significance (*** = p < 0.001) between STARD3, HER2, GRB7, TOP2A DNA, and RNA. STARD3 is
correlated with HER2 and GRB7 but not with TOP2A. (C) Correlation between STARD3 and HER2
mRNA expression (microarray, log2 values) in a cohort of breast cancers from The Cancer Genome
Atlas (TCGA) database (Cancer Genome Atlas Network, 2012).
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Figure 3. Generation of a specific anti-STARD3 antibody for immunohistochemistry. (A) Western
blot analysis of STARD3 expression using the anti-STARD3 antibody 3G11 in HCC1954 cells (WT and
transfected with control (siCtrl) and STARD3-targeting (siSTARD3)-siRNAs). Anti-Rab7 antibody
was used as a loading control. (B) Western blot analysis of HeLa cells transiently expressing STARD1,
STARD3, STARD4, STARD5, and STARD6 fused to GFP (GFP-STARD) using anti-STARD3 3G11
antibody. Anti-Rab7 antibody was used as a loading control. (C) HCC1954 cells (WT) and HCC1954
cells transfected with control siRNAs (siCtrl), and siRNAs targeting STARD3 (siSTARD3) were labeled
with anti-STARD3 3G11 antibodies (red). Nuclei are stained blue. Scale bar: 10 µm. (D) Immuno-
histochemistry on normal breast (a) and HER2+ breast tumor (b) sections using anti-STARD3 3G11
antibody. N marks the position of a normal duct. S marks the tumor stroma. The subpanel (c) is a
higher magnification image (4.5⇥) of the area outlined in black in (b). Scale bar: 50 µm (a,b) and
10 µm (c). All the whole western blot figures can be found in the Supplementary Materials.

3.2. Patient Characteristics
To study the predictive value of STARD3 protein expression regarding therapeutic

intervention, we conducted a retrospective clinical study on HER2+ tumors. Tumor samples
were obtained between 2007 and 2020 from 112 HER2-positive breast cancer patients
treated with NST at Strasbourg University Hospitals (for patient selection, see Figure 1).
Table 1 shows the clinical, morphological, and treatment characteristics of the study cohort
classified according to pCR. Of the 112 patients included, 56 achieved pCR (50%) and
56 did not (50%). The median age at diagnosis, the presence of multifocal disease, the
histological subtype, and the initial tumor size were similar amongst the two groups.
Likewise, there were no differences associated with the distinct NST regimens used. Of
interest, ER expression was correlated with pCR, as lower ER H-Scores were observed in
the pCR group (91.7 versus 178.8, p < 0.001). A similar tendency was observed with PR
expression, but it was not significant. Of note, high grade (SBR III) was associated with
pCR (73.2% versus 48.2%, p = 0.007).

These data show that this cohort is representative of HER2+ breast-cancer treated with
NST, as pCR rates are similar to those reported in other studies, and clinicopathological
factors associated with pCR are consistent with the literature.
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Table 1. Cohort description according to pCR.

pCR N = 56 No pCR N = 56 Total N = 112 p-Value

Age
Mean (SD) 53 (11.4) 54 (12.0) 54 (11.7)

0.735Range 34–76 27–85 27–85

Multifocal disease
Yes 9 (16.1%) 10 (17.9%) 19 (17.0%)

0.801No 47 (83.9%) 46 (82.1%) 93 (83.0%)

Histological subtype
Ductal 53 (94.6%) 54 (96.4%) 107 (95.5%)

0.310Lobular 1 (1.8%) 2 (3.6%) 3 (2.7%)
Lymphoïd stroma 2 (3.6%) 0 (0%) 2 (1.8%)

Initial size (mm)
Mean (SD) 34.8 (21.1) 37.2 (24.4) 36.0 (22.7)

0.588Range 5–110 10–140 5–140

Initial node involvement (TNM classification)
cN0 24 (42.9%) 27 (48.2%) 51 (45.5%)

0.481cN1 27 (48.2%) 27 (48.2%) 54 (48.2%)
cN2 5 (8.9%) 2 (3.6%) 7 (6.2%)

ER H-score
Mean (SD) 91.8 (114.9) 178.8 (118.4) 135.2 (124.1)

<0.001Range 0–300 0–300 0–300

RP H-score
Mean (SD) 50.3 (95.5) 75.5 (107.0) 62.9 (101.8)

0.191Range 0–300 0–300 0–300

High grade (SBR III)
No 15 (26.8%) 29 (51.8%) 44 (39.3%)

0.007Yes 41 (73.2%) 27 (48.2%) 68 (60.7%)

High Ki67 (�30%)
Unknown 2 1 3

0.052No 9 (16.7%) 18 (32.7%) 27 (24.8%)
Yes 45 (83.3%) 37 (67.3%) 82 (75.2%)

NST protocol
EC-TH 18 (32.1%) 20 (35.7%) 38 (33.9%)

0.285
FEC-TH 34 (60.7%) 32 (57.2%) 66 (58.9%)

TCH 0 (0%) 2 (3.6%) 2 (1.8%)
TH 4 (7.1%) 2 (3.6%) 6 (5.4%)

Breast surgery
Radical mastectomy 22 (39.3%) 19 (33.9%) 41 (36.6%)

0.556Conservative treatment 34 (60.7%) 37 (66.1%) 71 (63.4%)

Breast surgery
Sentinel lymph node biopsy 5 (8.9%) 11 (19.6%) 16 (14.3%)

0.105Axillary lymph node dissection 51 (91.1%) 45 (80.4%) 96 (85.7%)

Legend: pCR = pathological complete response; SD = standard deviation; ER = estrogen receptor; PR = proges-
terone receptors; SBR = Scarff–Bloom–Richardson; NST = neoadjuvant systemic treatment; EC-TH = epirubicin-
cyclophospamide taxane-trastuzumab; FEC-TH fluorouracil-epirubicin-cyclophospamide taxane-trastuzumab;
TCH = taxane-cyclophosphamide-trastuzumab; TH = taxane -trastuzumab; STARD3 = StAR-related lipid transfer
domain-3.

3.3. Immunohistochemistry on Initial Biopsies
We analyzed by IHC STARD3 protein expression in 112 HER2-positive invasive breast

cancers on the initial tumor biopsies. The tumors analyzed had been classified in the
HER2-positive subgroup by routine immunohistochemistry performed on the same biopsy.
STARD3 expression was scored according to signal intensity, the number of positive cancer
cells, and staining patterns (Figure 4 and Table 2). Intensity was evaluated with a 4-value
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subjective scale from 0 (none) to 3 (very strong) (Figure 4A). High STARD3 expression was
found in the majority of samples: out of 112 samples, 104 tumors were positive and 8 were
negative (Table 2). We also looked at the percentage of cancer cells positive for STARD3
in these samples. In the 104 STARD3-positive tumors, the protein was overexpressed in
almost all cancer cells, but in rare cases, heterogeneity was observed (Table 2). Consistent
with the known localization of STARD3 in endosomes [38], in most positive cases (97 out of
104), the STARD3 staining pattern was granular (Figure 4 and Table 2). In the majority of
cases, the granular staining was dispersed in the cytosol (Figure 4B(a,c)), and in fewer cases
the granular signal was polarized either close to the plasma membrane or in the perinuclear
area (Figure 4B(b)). Finally, in some tumors, no signal or a weak diffuse signal was observed
(Figure 4A(c) and 4B(d)). For these tumors, the overexpression and amplification of HER2
was controlled (Figure 4A(c)). All these cases had HER2 overexpression (controlled by
HER2 score 3+ in immunohistochemistry assays). Silver in situ hybridization (SISH) was
performed for all STARD3 negative cases (n = 15), and we found that among them 12
had HER2 amplification while 3 were not amplified, suggesting that in these tumors
HER2 overexpression is independent from amplification and is caused by transcription.
Interestingly, all STARD3-negative and HER2-positive but non-amplified (SISH-negative)
cases did not achieve pCR.

Amplification at the HER2 locus is not specific to invasive carcinoma. Many studies
reported that ductal carcinoma in situ (DCIS) have HER2 amplification and overexpres-
sion [39]. In particular, one study in pure DCIS showed co-amplification and co-expression
along with HER2 of several neighboring genes, including STARD3 and GRB7 [40]. Because
the presence of DCIS is frequent in invasive carcinoma, we looked for STARD3 expression
in the in situ and invasive components of tumors from our series. We found 55 associated
DCIS in the initial core biopsy, representing about half of the samples. In all these cases, the
level of STARD3 expression was identical in the invasive and in situ components of the
tumors; 49 cases were STARD3-positive and 6 were STARD3-negative (Table S2).

Collectively, these results show that STARD3 is overexpressed at high levels in the
majority of HER2 positive tumors. Its granular staining pattern is consistent with the
localization of the protein in endosomes. Interestingly, like HER2, STARD3 overexpression
is stable during the transition of in situ to invasive carcinomas.

Table 2. STARD3 immunohistochemistry assay according to pCR.

pCR N = 56 No pCR N = 56 Total N = 112 p-Value

STARD3 negative signal
No 55 (98.2%) 49 (87.5%) 104 (92.9%)

0.028Yes 1 (1.8%) 7 (12.5%) 8 (7.1%)

STARD3 intensity
Mean (SD) 2.28 (0.80) 1.99 (0.98) 2.13 (0.90)

0.093Range 0–3 0–3 0–3

STARD3 distribution
Absent 1 (1.8%) 7 (12.5%) 8 (7.1%)

0.088Diffuse 49 (87.5%) 44 (78.6%) 93 (83.0%)
Marginal 6 (10.7%) 5 (8.9%) 11 (9.8%)

STARD3 granular pattern
Not granular 3 (5.4%) 12 (21.4%) 15 (13.4%)

0.013Granular 53 (94.6%) 44 (78.6%) 97 (86.6%)

STARD3 cell positivity (%)
Mean (SD) 97 (16.6) 84 (36.2) 90 (28.8)

0.015Range 0–100 0–100 0–100
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Figure 4. STARD3 staining patterns in breast cancer. (A) Representative immunohistochemistry
signals for STARD3 and HER2 on three biopsies. STARD3 protein is expressed at high levels in the
majority of HER2-positive tumors (a,b). STARD3 expression is absent in some HER2-positive tumors
(c). (B) Staining patterns for STARD3 in breast tumors. STARD3 is predominantly detected with a
granular scattered pattern in the cytoplasm of cancer cells (a,c). In some cases, the granular STARD3
staining is polarized (b). In a few cases, the staining is weak and diffuse in the cytoplasm (d). Bars
are 50 µm, nuclei are counterstained in blue with hematoxylin.

3.4. Immunochemistry on Residual Disease
We conducted an analysis on residual cancer after NST. Among the cohort, we had

56 patients with partial/absent pathological response. Five cases were excluded from
the analysis because there was no sufficient material to perform IHC assays (n = 4) or
because there was a complete response (i.e., no residual breast tumor) on the breast but
partial/absent response on the axillary lymph nodes (n = 1). Among the 51 patients in
whom STARD3 could be evaluated in tumoral resections, we noted that, in most cases (82%,
n = 43/51), no change for the STARD3 score was observed when comparing initial biopsies
with residual disease samples after NST. Three cases had a gain in STARD3 expression (6%,
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negative to positive, n = 3) and 6 cases became negative, with a loss in STARD3 expression
(12% positive to negative, n = 6) (see Table 3).

Table 3. STARD3 and HER2 expression after neoadjuvant systemic treatment.

STARD3 Score HER2 Post-NST ISH

Initial Post-NST Change Post-NST Amplification No Amplification Detail

Negative
Negative No (n = 8)

Negative (n = 1) 0 1 No change (n = 1)

Positive (n = 7) 7 0
No change (n = 6)
Change: loss of

amplification (n = 1)

Positive Yes: gain (n = 3)
Negative (n = 1) 0 1 No change (n = 1)

Positive (n = 2) 2 0 No change (n = 2)

Positive Negative Yes: loss (n = 6)
Negative (n = 5) 3 2

No change (n = 3)
Change: loss of

amplification (n = 2)

Positive (n = 1) 1 0 No change (n = 1)

Positive No (n = 34) Positive Not performed (n = 31)

Legend: pCR = pathological complete response; NST = neoadjuvant systemic treatment; STARD3 = StAR-related
lipid transfer domain-3; HER2 = Human epidermal growth-factor receptor 2; SISH = in situ hybridization.

First, we investigated whether the change in STARD3 was associated with a change in
HER2 expression. We found that when STARD3 score changed after NST, HER2 expression
change (loss) was also observed in 67% of cases (versus 2.4% when STARD3 score was
unchanged, p < 0.001). Second, we investigated whether HER2 amplification detected
by SISH was lost after NST. We found that in 4 cases (20%) there was no amplification in
the tumoral specimen. These modifications were not associated with STARD3 changes
(p = 0.403).

Taken together, these data suggest that STARD3 and HER2 expressions remain associ-
ated when the HER2 status is lost in the residual disease after NST. This may be explained
by the fact that NST may select a tumoral clone which is more resistant to the treatment, or
because of initial tumor heterogeneity with the coexistence of two tumors that had been
missed by the initial core biopsy.

3.5. STARD3 and the Pathological Complete Response
Several anti-HER2 drugs are available in the clinical practice, and the selection of the

most effective treatment for each patient is a current challenge. In this context, it is still
unclear if determining STARD3 expression together with HER2 expression on the initial
biopsy could assist therapy selection. To examine this possibility, we studied the association
between STARD3 expression and pCR in our retrospective cohort. We found that a small
proportion of HER2-positive breast cancers were STARD3-negative (8/112). However,
the majority of them (7/8) fell in the “no pCR” group following neoadjuvant therapy,
and the association was significant (Table 2, p = 0.028). Tumor heterogeneity regarding
STARD3 overexpression in this series was rare (4%, n = 3/112 had a positive and a negative
contingent), however a higher percentage of STARD3-positive tumor cells was significantly
associated with pCR (p = 0.015, Table 2). Signal intensity varied between 0, 1+, 2+, and 3+,
mean signal intensity was 2.13, and there was no difference between the pCR and “no pCR”
groups (Table 2). Regarding staining patterns, the granular staining pattern predominated,
out of 112 tumors, 97 had a granular staining pattern while 7 had a diffuse cytoplasmic
staining pattern and 8 were negative. The granular pattern was significantly associated
with pCR (Table 2). Within the granular staining patterns, we studied the association
between either scattered or polarized staining and pCR and we did not find a significant
association.
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Next, we investigated if these findings were consistent with public databases. We
queried the Gene Expression Omnibus (GEO) repository for studies investigating genome
expression in HER2-positive breast cancer treated with NST (and similar protocol, see
eligibility criteria). We found two studies evaluating gene expression by RNA sequencing,
representing n = 24 [26] and n = 57 specimens [27]. Results are shown in Figure 5. Both
distributions suggest that low STARD3 expression is associated with no pCR. However,
there was no statistically significant difference between the “no pCR” and “pCR” groups
(p = 0.18 and p = 0.41). Because RNA sequencing does not take into account STARD3
protein localization and function, contrary to IHC, we hypothesize that the number of
STARD3-negative samples (weak and diffuse staining) is underestimated. Moreover, the
size of the cohorts might be limited to reach statistical power.

Figure 5. STARD3 gene expression in Gene Expression Omnibus (GEO) repository studies (density
plots). Legend: panel (A) shows scaled STARD3 gene expression (RNA sequencing) in a study of
n = 24 initial biopsies [26]. Panel (B) shows scaled STARD3 gene expression (RNA sequencing) in a
study of n = 57 initial biopsies [27].

Altogether, considering different parameters of STARD3 expression in this series, we
found a significant association between the absence of staining, the diffuse staining pattern,
and the low number of positive cancer cells with “no PCR” group.

3.6. Establishment of a STARD3 Score and Prediction of pCR Using the STARD3 Score
Given that STARD3 is a protein from endosomes and that its function relies on its

endosomal localization [32], we thought that a weak diffuse staining could not reflect the
presence of an active protein. Based on this reasoning, we built a binary score. Tumors
were classified as STARD3-positive (STARD3+) if a granular staining was observed, and
as STARD3-negative (STARD3-) if the staining was either absent or diffuse. Then, we
evaluated the predictive value of this binary score on pCR. Performances of this score are
calculated and reported on in Table 4. Of note, we found that the STARD3 score had a
high sensitivity (96%, [88–100%]) and a negative predictive value (87%, [60–98%]), while
specificity and positive predictive value were lower (23 and 56%, respectively).

Next, we compared the STARD3 score with other pathological parameters that had
been previously associated with pCR. We fitted a logistic regression model, including
the STARD3 score, ER and PR negativity, high grade (SBR III), and high Ki67 expression
(over 30%), to evaluate pCR versus “no pCR”. Results corresponding to this model are
expressed as odd ratio and shown in Table 5. Interestingly, STARD3+ score was significantly
associated with pCR with an odd ratio of 5.3 and a 95% confidence interval (CI) 1.24 to
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36.44, p = 0.044, and this was independent of all other parameters tested in the model.
Moreover, in this series, only the STARD3 score was significantly associated with pCR.

Table 4. STARD3 score performances on pCR prediction.

Characteristics Value (95% CI)

True prevalence 0.50 (0.40, 0.60)
Sensitivity 0.96 (0.88, 1.00)
Specificity 0.23 (0.13, 0.36)

Positive predictive value 0.56 (0.45, 0.66)
Negative predictive value 0.87 (0.60, 0.98)

Correctly classified proportion 0.60 (0.50, 0.69)
Legend: CI = confidence interval.

Table 5. Multivariate analysis of pathological parameters impact on pCR.

Parameter Odds Ratio 2.5% 97.5% p-Value

STARD3
granular signal 5.24 1.24 36.42 0.044 *

ER negativity 2.70 0.94 8.15 0.069
PR negativity 1.20 0.43 3.27 0.729

SBR III 2.05 0.81 5.26 0.129
Ki67 � 30% 1.29 0.44 3.80 0.641

Legend: STARD3 = StAR-related lipid transfer domain-3; ER = estrogen receptor; PR = progesterone receptor;
SBR = Scarff–Bloom–Richardson. * p < 0.05

Collectively, STARD3 expression quantified with a binary score considering the local-
ization of the protein has a predictive value on NST-treated HER2+ breast cancers.

3.7. Prognostic Value of STARD3
We assessed the prognostic value of STARD3 in the entire cohort of HER2-positive

breast cancers. For the 112 patients included in the study, the median follow-up period was
71.3 months (range 8.5–185.2). Over the period, 8 deaths occurred (5 related to breast cancer
and 3 unrelated) and 16 patients experienced disease relapse (11 distant, 5 local, and 2 both
local and distant). Fourteen patients were lost during the follow-up (12.5%) and censored at
last contact. Finally, survival outcome was examined in the whole cohort that we separated
into two groups based on the STARD3 score. By univariate analysis (Figure 6), comparing
survival in the STARD3+ and STARD3� groups, we found no significant difference on
overall (p = 0.5), breast cancer-specific (p = 0.89), local relapse-free (p = 0.20), and distant
metastasis-free (p = 0.7) survivals. Then, we used a multivariate analysis, using a fitted
Cox Proportional Hazard model to evaluate STARD3 score on prognosis considering all
relevant clinical and pathological parameters: age and stage at diagnosis, hormone receptor
expression, pCR, histological subtype, Ki67 expression, SBR grade, and lymphovascular
invasion (adjustment parameters). The survival analyses showed that STARD3+ patients
did not have significantly different overall (HR 0.15 [95% CI = 0.01, 1.70]; p = 0.127), breast
cancer-specific (HR = 0.05 [95% CI = 0.00, 2.54], p = 0.132), relapse-free (HR 0.63 [95% CI
= 0.12, 3.41]; p = 0.59), and distant metastasis-free (HR 0.48 [95% CI = 0.08, 2.79]; p = 0.41)
survivals than STARD3 patients, and this was independent to the adjustment parameters.

Next, we assessed the prognostic value of STARD3 gene expression on all breast
cancers using a public online database with KMplot [41]. We computed overall (OS),
relapse-free (RFS), and distant metastasis-free (DMFS) survivals comparing groups based
on STARD3 (split by upper quartile). These results (reported in Figure 6) showed that
high STARD3 expression was associated with shorter OS (hazard ratio [HR] = 1.47; 95%
confidence interval [CI] 1.2–1.81; p = 0.00022; n = 1879 patients), RFS (HR = 1.2; 95% CI
1.07–1.34; p = 0.0018; n = 4929 patients), and DMFS (HR = 1.3; 95% CI 1.1–1.54; p = 0.002;
n = 2765 patients) survivals. However, after adjustment on HER2, these results showed that
STARD3 was not significantly associated with OS (HR = 1.17; 95% CI 0.8–1.71; p = 0.4205),
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RFS (HR = 0.95; 95% CI 0.81–1.12; p = 0.5334) and DMFS (HR = 1.03; 95% CI 0.81–1.31;
p = 0.784) survivals. Conversely, HER2 was significantly associated with RFS and DFMS
(respectively p = 0.0001 and 0.0039) but not for OS (p = 0.1452). Finally, we selected a subset
of patients with HER2+ breast cancer and neoadjuvant systemic treatment and found no
difference in OS (p = 0.4622, n = 77 patients), RFS (p = 0.4661, n = 90 patients), and DFMS
(p = 0.074, n = 49 patients).

 

Figure 6. STARD3 prognosis. Association of STARD3 mRNA expression with survival (A): overall
[OS]; (B): distant-metastasis free [DFMS]; (C): relapse-free [RFS]) in a cohort of breast cancers from
the Kaplan–Meier plotter (KM plotter database) in the upper row, with multivariate analysis on
HER2 below. The last row shows survivals in the studied cohort. Of interest, there are cross-overs
in the survival curves, which indicate a non-proportional hazard. Consequently, in this survival
analysis, p-values (log-rank tests) must be interpreted with caution, given the greater risk of wrongly
concluding a statistically significant difference.

Altogether, these data suggest that STARD3 expression is not associated with prognosis
in HER2+ breast cancer. Considering all breast cancer subtypes, STARD3 expression
is associated with a poorer prognostic, like HER2 expression. The impact of STARD3
on prognosis is not independent from HER2 oncogenic function and is likely a direct
consequence of the strong association between HER2 and STARD3 co-amplification and
co-expression.

4. Discussion
In this study, we assessed the predictive value of STARD3 protein expression on a

cohort of primary breast cancer specimens from the HER2-positive subtype that were all
treated by neoadjuvant therapy. We evaluated for the first time, to our knowledge, the
association of STARD3 expression with pathological complete response (pCR) after NST.
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We studied the association of STARD3 expression and breast cancer-specific survival and
compared it to other relevant patient and tumor characteristics in this HER2-positive series.
In addition, we describe a staining and scoring method for STARD3 expression that can be
implemented in the routine practice in breast pathology laboratories.

STARD3 is expressed in most tissues at low levels. In addition, STARD3 exists in the
whole animal kingdom [42]. Functional studies in cells showed that STARD3 pilots intra-
cellular cholesterol flux from the endoplasmic reticulum to the endosomes/lysosomes [32].
Since STARD3 knock-out mice have no phenotype [43], it is thought that in normal tissues,
STARD3 function is balanced by other homeostatic mechanisms regulating cholesterol
distribution. Consistent with this idea, silencing STARD3 by siRNAs in HeLa cells (an en-
dometrium HER2-negative cancer cell line) has no impact on viability and cell growth [20].
However, in HER2-amplified cancer, where STARD3 is overexpressed to high levels, func-
tional studies showed that STARD3 silencing is associated with reduced cell growth [19–21].
All these studies are consistent and demonstrate that HER2-amplified cancer cells have a
specific dependency towards STARD3 expression. It appears that in contrast to other cells,
STARD3 function cannot be rescued in HER2-positive cancer cells, indicating a specific
role for STARD3 in these cells. Why HER2+ cancer cells are dependent on high STARD3
expression remains unclear, but given its role in cholesterol traffic, it is postulated that
STARD3 acts on HER2 cancer cells biology by modulating cholesterol homeostasis. Since
STARD3 function on cholesterol rely on its localization in endosomes [32], we reasoned
that only the granular staining pattern should reflect the presence of an active protein and
should be considered to build an immunohistochemistry score. Of interest, this reasoning is
consistent with a previous report on STARD3 protein expression in a Finnish breast cancer
patient cohort. The authors suggested that the STARD3 granular (or dot-like) staining
pattern should be regarded as positive [35]. In that study, STARD3 staining intensity was
graded either negative, low, or high. Samples with high STARD3 expression had a granular
staining pattern and were associated with HER2 positivity and reduced survival. Tumors
with low expression were not different from negative tumors [35].

4.1. STARD3 and Pathological Complete Response
HER2 tumors are heterogeneous and pCR rates are higher compared to other molecular

subtypes, underlying the clinical diversity of these tumors [44,45]. pCR rates found in
this study are consistent with published studies with anthracycline-based regiments with
trastuzumab [8–10]. This study suggests that STARD3 expression is correlated with pCR,
and therefore that STARD3 may be implicated in anti-HER2 treatment sensitivity and
chemo-sensitivity.

Indeed, even though it has been demonstrated that anti-HER2 therapies increase
chemo-sensitivity, and despite the fact that combined chemotherapy and anti-HER2 ther-
apy have largely improved HER2-positive breast cancer prognosis, resistances to these
treatments exist. De novo and acquired resistances are frequent [12,46,47]. Several biologi-
cal mechanisms explaining resistance have been implicated, such as signaling from other
HER receptors, PI3K/AKT/mTOR activation, MUC4 overexpression, and expression of the
p95 isoform of HER2 [48]. Recently, new anti-HER2 targeted therapies have been developed
and validated in clinical practice [49], such as conjugated antibody-cytotoxic drugs. For
example, trastuzumab-deruxtecan is an HER2-directed antibody-drug conjugate composed
of trastuzumab and a cytotoxic topoisomerase I inhibitor [50]. In the phase III Destiny-
Breast03 trial, this treatment has shown a significant advantage in terms of progression-free
survival compared to T-DM1, another HER2-directed antibody-drug conjugate composed
of an antimicrotubule agent attached to trastuzumab [51].

As pCR is an important prognostic factor, STARD3 expression in the initial man-
agement of HER2-positive BC could designate some cases with high probability of de
novo treatment resistance, therefore providing a rationale to divert from standard medical
protocol to increase the probability of pCR and eventually improve patient prognosis. In
general, first and next generations of targeted therapies also have significant adverse effects,
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therefore new predictive indicators of therapeutic response would be useful for patient
management.

Of interest, other biomarkers are currently under investigation for predicting pCR.
Among them, tumor infiltrating lymphocytes (TIL) have yielded interesting results. A
study found that a high proportion of TIL (>50%) in initial biopsies was associated with
higher rates of pCR (odds ratio of 6.49; p < 0.001) in HER2-positive breast cancer treated
with taxanes-cyclophosphamide-trastuzumab-pertuzumab regimens [52]. Another study
found that numerous TIL were associated with higher pCR rates in a large cohort [53].
Similarly, a secondary analysis of the NeoALTTO trial (Neoadjuvant Lapatinib and/or
Trastuzumab Treatment Optimization) also found an association between TIL and pCR [54].
TIL are implicated in a major hallmark of cancer [55]. We suppose that evaluating STARD3
and TIL could be complementary in pCR prediction in HER2-positive breast cancer.

4.2. STARD3 and Prognosis
To date, five clinical studies evaluating STARD3 expression in cancer investigated

prognosis [35,36,56–58]. Lamy et al. [57] conducted a study including 86 patients with
HER2-positive breast cancer (confirmed by in situ hybridization) with a median follow-up
of 55 months. They found no association between STARD3 gene amplification (quantified
by DNA polymerase chain reaction) with overall and relapse-free survival. Conversely,
Vinatzer et al. [36] established a cohort of 85 patients with breast cancer (HER2 negative and
positive) with a median follow-up of 10.95 years. They found a worse overall and disease-
free survival in case of high STARD3 expression (quantified by RNA reverse-transcriptase
polymerase chain reaction), and in patients with HER2 and STARD3 high expression, thus
suggesting that STARD3 is a bad prognosis marker. However, the authors could not
discriminate whether worse outcomes in HER2+/STARD3+ cases were due to HER2 or
STARD3 expression, as these two genes are highly correlated. Vassilev et al. published
a study including 1193 patients. Among them, 218 had HER2+ breast cancer [35]. They
studied STARD3 expression with immunohistochemistry assays and divided their cohorts
into three groups based on STARD3 expression: negative (n = 538), low (n = 538), and high
(n = 117). Among HER2-positive breast cancers (n = 213), 16% were STARD3 negative, a
proportion that is similar to this study. The authors found that high STARD3 expression was
significantly associated with lower specific survival, however no adjustment was performed
on HER2 positivity. Fararjeh et al. [56] conducted a study on an online database (GEPIA,
gene expression profile integrative analysis) and found that high levels of STARD3 mRNA
were significantly associated with worse overall and event-free survivals. Moreover, they
found a significant association between STARD3 mRNA levels and worse overall survival
in HER2-positive breast cancers. However, no data were shown on event-free and specific
survivals among this subgroup. Finally, Li et al. recently published a study on 1641 primary
breast cancers cases [58]. STARD3 expression was evaluated with immunohistochemistry
assay. They found 16.6% of STARD3-positive tumors, and STARD3 expression was strongly
correlated to HER2 expression. This team also found that patients with STARD3+ breast
cancers had significantly lower overall survival, but no adjustment was performed on
HER2 positivity.

In this study, we found that on the contrary HER2+/STARD3+ patients with NST
had better overall survival compared to HER2+/STARD3� ones. This discrepancy can be
explained by (1) the fact that included populations were different as this study included only
HER2-positive breast cancers with NST; and (2) STARD3 was measured differently (protein
expression or gene amplification/expression). In addition, this study investigated STARD3
prognostic value independently of HER2 and other significant clinical and pathological
characteristics.

4.3. STARD3 as a Therapeutic Target
Given the in vitro dependence of HER2-positive cells to STARD3, and the findings

of this study, STARD3 can be a possible therapeutic target in HER2-positive breast cancer.
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Indeed, a STARD3 inhibitor was recently developed and tested by Lapillo et al. [59] on
different cancer cell lines, including breast and colon. In the context of heterogeneity of
HER2-positive breast cancers, and the frequent resistance mechanisms developed against
anti-HER2 targeted therapies, a novel therapeutic target such as STARD3 may become a
good alternative.

Furthermore, STARD3 could also be implicated in other HER2-positive cancers, such
as ovarian, gastric, pulmonary, vesical, and prostatic cancers. Finally, STARD3 has a
potential interest in other non-tumoral pathologies, such as hepatitis C and atherosclerosis.
RNA interference-mediated knockdowns identified STARD3 as necessary for Hepatitis C
Virus replication, as it depends on endosomal cholesterol homeostasis [60]. Additionally,
it has been shown that STARD3 protein over-expression in dysregulated macrophages
restores an impaired cholesterol homeostasis and induces an anti-atherogenic macrophage
lipid phenotype, positing a potentially therapeutic strategy [61].

4.4. Limitations
This work has some limits. Indeed, this study was conducted in a retrospective setting,

and this can lead to inclusion biases. To eliminate this possibility, we read HER2 staining in
all cases, and we performed in situ hybridization in the case of equivocal results. As a result,
seven cases were excluded after a second reading by the pathologist and were classified as
HER2-negative, and because of the loss of contact with some patients during follow-up.
Moreover, HER2-positivity was determined by measuring protein expression (IHC) and not
HER2 gene amplification (in situ hybridization). Finally, the amplification status remains
unknown in the majority of cases. In this cohort, we included only anthracycline-based
chemotherapy, as it is the standard of care in our hospital. Therefore, these results cannot be
extrapolated to other regimens. In addition, the performance of the STARD3 score resulted
in a low specificity (i.e., high false positive rate). However, as false positives correspond to
patients with positive STARD3 score which do not achieve pCR, they will receive standard
of care treatment. On the contrary, the high sensitivity (i.e., low false negative rate) remains
the most important parameter as it lowers potential risks of iatrogeny (i.e., changing NST
protocol for patient who would not have achieved pCR with standard of care). Nonetheless,
further investigations are needed to improve specificity, possibly with other clinical and
pathological parameters. Finally, few events were recorded during the follow-up, thus
limiting interpretation of the results; a longer follow-up is needed to confirm the impact of
STARD3 expression on prognosis.

5. Conclusions
In the light of these findings, we believe it is of prime interest to explore the potential

of STARD3 protein as a predictive marker for treatment response. STARD3 expression is
able to identify a subgroup of HER2-positive BC with a high risk of no pCR and provides a
rational to investigate a distinct neoadjuvant systemic regimen in this subgroup. Future
studies are needed on independent cohorts and larger numbers in a prospective setting to
evaluate the impact of STARD3 expression on pCR and on prognosis.
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3.5. Valeur diagnostique de STARD3 dans les HER2 score 

2+ 

 La plus petite région d'amplification de HER2 (amplicon HER2) (143) contient 

plusieurs gènes co-exprimés et co-amplifiés avec HER2 (230) dont le gène STARD3. 

Étant donné cette association au niveau génétique, nous nous sommes interrogés si la 

présence d’une expression de STARD3 au niveau de la cellule tumorale permettait, en 

cas d’expression intermédiaire d’HER2, de discriminer les cas HER2-amplifiés des 

autres.  

 

3.5.1. Constitution de la cohorte 

 Pour cela, nous avons conduit une étude rétrospective monocentrique de patientes 

atteintes d'un cancer du sein infiltrant diagnostiquées aux Hôpitaux Universitaires de 

Strasbourg. Les critères d’inclusion étaient les suivants : 

§ Patiente majeure ayant une microbiopsie analysée dans le département de 

pathologie des Hôpitaux Universitaires de Strasbourg à partir du 1er janvier 2010. 

§ Ayant donné son consentement éclairé 

§ Ayant eu une évaluation de l’expression d’HER2 par immunohistochimie et dont le 

résultat était un score 2+ 

§ Ayant eu une évaluation de l’amplification d’HER2 par hybridation in situ (silver 

in situ hybridization, SISH) 

 L’expression de STARD3 a été évaluée selon les mêmes modalités décrites dans 

la partie « 3.2.  
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Quantification immunohistochimique de STARD3 dans le cancer du sein HER2+ ». La 

démarche a suivi les recommandations Strengthening the Reporting of Observational 

Studies in Epidemiology (STROBE) (251). Notre objectif était d’évaluer si l’expression 

de STARD3 en immunohistochimie était associée à l’amplification d’HER2 à la SISH.  

3.5.2. Paramètres associés à l’amplification d’HER2 en SISH 

 Au total, 104 patientes consécutives présentant un score HER2 2+ et ayant eu 

une SISH ont été inclues dans l’étude (Tableau XV). Parmi l’ensemble, 45 avaient une 

amplification d’HER2, et 59 une absence d’amplification. En analyse univariée, le grade 

SBR élevé était associé à l’amplification d’HER2 (p = 0,027), ainsi que le H-Score RP 

faible (0,043). 
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Tableau XV. Paramètres associés à l'amplification d'HER2 dans la cohorte 
d'étude de la valeur diagnostique de STARD3 
 

Amplification 
d’HER2 (N=45) 

Absence 
d’amplification 
d’HER2 (N=59) 

Total 
(N=104) 

P-
valeur 

Sous-type histologique 
Canalaire 40 (88.9%) 47 (79.7%) 87 (83.7%) 0.335 
Lobulaire 4 (8.9%) 4 (6.8%) 8 (7.7%) 
Mixte 1 (2.2%) 4 (6.8%) 5 (4.8%) 
Mucineux 0 (0.0%) 1 (1.7%) 1 (1.0%) 
Tubuleux 0 (0.0%) 3 (5.1%) 3 (2.9%) 
Grade tumoral (SBR) 
1 2 (4.4%) 10 (16.9%) 12 (11.5%) 0.027 
2 21 (46.7%) 33 (55.9%) 54 (51.9%) 
3 22 (48.9%) 16 (27.1%) 38 (36.5%) 
Récepteurs aux estrogènes (H-score) 
Moyenne 238.9 233.5 235.8 0.814 
Écart-type 109.9 120.9 115.7 
Récepteurs à la progesterone (H-score) 
Mean (SD) 89.5 138.6 117.4 0.043 
Range 108.5 130.0 123.0 
Ki67 
Moyenne 28.5 23.8 25.8 0.142 
Écart-type 14.2 17.2 16.1 

 

3.5.3. Analyse immunohistochimique de STARD3 

 Nous avons ensuite analysé quels paramètres du score STARD3 étaient associés 

à l’amplification d’HER2 dans les cas où un HER2 score 2+ était retrouvé en IHC 

(Tableau XVI). L’intensité moyenne de STARD3 était significativement plus 

importante en cas d’amplification d’HER2 (1,3 versus 0,66, p < 0,001). De même, le 

signal avait une distribution granulaire plus fréquente en cas d’amplification d’HER2 

(68,9% versus 23,7%, p < 0,001). Le taux de cellules positives pour STARD3 était 

également plus important en cas d’amplification (86,1% versus 65,0%, p = 0,012). La 
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distribution intracellulaire du signal n’était pas significativement différente entre les 

deux groupes (p =0,066). 

 

Tableau XVI. Paramètres de l'expression de STARD3 selon l'amplification 
d'HER2 à la SISH en cas d'HER2 score 2+ 
 

Amplification 
d’HER2 (N=45) 

Absence 
d’amplification 
d’HER2 (N=59) 

Total (N=104) P-
valeur 

Intensité du signal STARD3 
Moyenne (ET) 1.300 (0.710) 0.661 (0.679) 0.938 (0.759) < 

0.001 Intervalle 0.000 - 3.000 0.000 - 3.000 0.000 - 3.000 
Distribution granulaire du signal STARD3 
Non 14 (31.1%) 45 (76.3%) 59 (56.7%) < 

0.001 Oui 31 (68.9%) 14 (23.7%) 45 (43.3%) 
Pourcentage de cellules STARD3+ 
Moyenne (ET) 86.111 (34.359) 65.000 (46.396) 74.135 (42.742) 0.012 
Intervalle 0.000 - 100.000 0.000 - 100.000 0.000 - 100.000 
Distribution intracellulaire du signal STARD3 
Absent 6 (13.3%) 19 (32.2%) 25 (24.0%) 0.066 
Diffus 29 (64.4%) 27 (45.8%) 56 (53.8%) 
Marginalisé 10 (22.2%) 13 (22.0%) 23 (22.1%) 

 

 Au total, dans cette cohorte de 104 cas HER2 score 2+, les paramètres 

histologiques et immunohistochimiques associés à l’amplification d’HER2 en SISH 

étaient le grade élevé, le H-Score RP faible, l’intensité du signal STARD3, sa 

distribution granulaire et la proportion élevée de cellules tumorales STARD3+. 

 

3.5.4. Analyse multivariée 

 Nous avons ensuite réalisé une analyse multivariée en incluant les paramètres 

significatifs en analyse univariée (p < 0,2) ou cliniquement pertinents, afin d’étudier 

chaque paramètre de manière indépendante. Le Tableau XVII décrit cette analyse 
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multivariée. 

 
Tableau XVII. Analyse multivariée des paramètres immunohistochimiques 
associés avec l'amplification d'HER2 
Paramètre Odds-Ratio Intervalle de 

confiance à 95% 
P-
valeur 

RE- (H-score < 10) 0.33 0.06 – 1.51 0.165 
RP- (H-score < 10) 1.15 0.33 – 3.95 0.818 
Grade SBR III 3.12 0.96 – 10.7 0.060 
Ki67 ≥ 30% 0.96 0.27 – 3.15 0.957 
STARD3 granulaire 12.3 2.29 – 84.9 0.005 
Intensité de STARD3 2.12 0.68 – 7.33 0.206 
Pourcentage de cellules STARD3+ 1.06 0.97 – 1.23 0.330 

 

 On note que, après ajustement sur l’expression des récepteurs hormonaux, le 

grade SBR et le Ki67, la distribution granulaire de STARD3 était fortement associée 

à une amplification d’HER2 à la SISH (Odds Ratio = 12,4, IC95% 2,3 - 84,9, p = 

0,005). En revanche, l’intensité, la localisation intracytoplasmique et la proportion de 

celllules tumorales STARD3+ n’étaient pas associées de manière indépendante à 

l’amplification d’HER2 en SISH. 

 Au total, parmi les différentes variables histologiques et immunohistochimiques 

réalisées sur microbiopsies, seul le signal granulaire de STARD3 est fortement associé 

à l’amplification d’HER2 diagnostiquée à la SISH. A partir de ces observations, nous 

avons souhaité étudier quelles étaient les performances du score immunohistochimique 

de STARD3 dans la prédiction de l’amplification d’HER2 à la SISH. 
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3.5.5. Corrélation entre le signal granulaire de STARD3 et le nombre de copies 

d’HER2 

 Nous avons ensuite analysé le lien entre le nombre de copies d’HER2 comptées à 

la SISH et l’expression de STARD3. La Figure 23 résume la distribution du nombre de 

copies d’HER2 selon le statut STARD3 (défini par la présence d’un signal granulaire 

en immunohistochimie). A partir de 6 copies, la SISH est considérée comme amplifiée. 

Le nombre moyen de copies d’HER2 était plus important en cas de signal granulaire 

(5,749 versus 3,944, p < 0,001), et ceci de manière statistiquement significative.  
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Figure 23. Distribution du nombre de copies d’HER2 selon la présence d'un 
signal granulaire STARD3 en cas de HER2 score 2+ 
 

 Ensuite, nous avons analysé les cas avec un nombre de copies entre 4 et 6, 

situation où le rapport HER2/CYP17 est nécessaire pour déterminer l’amplification 

d’HER2. Si le rapport est supérieur à 2, HER2 est considéré comme amplifié. Au total, 

21 patientes sur les 104 initiales avaient un nombre de copies entre 4 et 6 (Tableau 

 

A

B
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XVIII). Il n’y avait pas de différence statistiquement significative selon la présence 

d’un signal granulaire de STARD3 concernant le nombre de copies d’HER2 (p = 0,402) 

et le ratio HER2/CYP17 (p = 0,14).  

 

Tableau XVIII. Résultats des paramètres de la SISH selon la granularité du 
signal de STARD3 en cas de HER2 score 2+ et nombre de copies d'HER2 entre 
4 et 6 
 

Signal STARD3 
non granulaire 
(N=7) 

Signal STARD3 
granulaire 
(N=14) 

Total (N=21) P-valeur 

Copies d’HER2 
Moyenne (ET) 4.829 (0.522) 5.043 (0.547) 4.971 (0.536) 0.402 
Intervalle 4.100 - 5.500 4.100 - 5.900 4.100 - 5.900  
Rapport HER2/CYP17 
Moyenne (ET) 1.943 (0.503) 2.393 (0.658) 2.243 (0.636) 0.129 
Intervalle 1.500 - 2.800 1.200 - 3.200 1.200 - 3.200 

 

 

 Au total, l’expression granulaire de STARD3 en immunohistochimie semble être 

associée à l’amplification d’HER2 en SISH dans les cas HER2 score 2+, et ceci de 

manière indépendante des autres caractéristiques histologiques et 

immunohistochimiques disponibles au diagnostic. En effet, une tumeur HER2 score 2+ 

STARD3+ (définie comme ayant un signal granulaire) a 12 fois plus de probabilités 

d’être amplifiée en SISH qu’une tumeur HER2 score 2+ STARD3-. Cette association 

semble être due au fait que le signal STARD3 granulaire est associé à un nombre plus 

important de copies d’HER2, toutefois il n’y a pas de différences dans les cas 

intermédiaires (4 à 6 copies) où le rapport HER2/CYP17 est nécessaire pour affirmer 

ou infirmer l’amplification d’HER2. 

 

3.5.6. Performances diagnostiques de STARD3 
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 En cas de score immunohistochimique HER2 2+, la présence d’un signal 

grnaulaire de STARD3 suggère une probabilité nettement plus importante que la SISH 

soit amplifiée. Afin d’évaluer la possibilité d’utiliser le marquage immunohistochimique 

de STARD3 en tant que marqueur diagnostique de l’amplification d’HER2, nous avons 

réalisé une analyse des performances de ce test en le comparant au gold standard : la 

recherche d’amplification à la SISH. 

 Le Tableau XIX détaille les résultats de STARD3 en tant que marqueur 

diagnostique dans cette population, et le Tableau XX les performances diagnostiques.  

 

Tableau XIX. Table de contingence de la valeur diagnostique du signal 
granulaire de STARD3 en cas d'HER2 score 2+ 

 Amplification à la 
SISH (Condition +) 

Absence d’amplification à 
la SISH(Condition -) Total 

Signal STARD3 
granulaire (Test +) 31 14 45 

Signal STARD3 non 
granulaire (Test -) 14 45 59 

Total 45 59 104 
 

Tableau XX. Performances du signal granulaire de STARD3 en cas d'HER2 
score 2+ 
Paramètre Estimation Intervalle de confiance à 95% 
Sensibilité 69% 53% – 82% 
Spécificité 76% 63% – 86% 
Valeur prédictive positive 69% 53% – 82% 
Valeur prédictive négative 76% 63% – 86% 
Rapport de vraisemblance positif 2,90 1,76 – 4,78 
Rapport de vraisemblance négatif 0,41 0,26 – 0,64 
Proportion de classifications correctes 73% 63% – 81% 
 Les résultats sur cette cohorte rétrospective ont montré une sensibilité correcte 

(69%), qui traduit la capacité du score STARD3 à détecter les cas amplifiés à la SISH. 
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De même, la spécificité est bonne (76%), ce qui traduit un taux faible de faux positifs 

(signal granulaire mais absence d’amplification d’HER2). La valeur prédictive négative 

est élevée (76%), c’est-à-dire que la probabilité d’une non-amplification est élevée en 

cas d’absence de signal granulaire. La valeur prédictive positive est à 69%, ce qui 

traduit la probabilité d’avoir une amplification en cas de signal STARD3 granulaire. 

Ces données sont à mettre en rapport avec la prévalence d’amplifications d’HER2 à la 

SISH à 43% dans cette cohorte, par conséquent la valeur prédictive négative est 

d’autant plus intéressante en pratique clinique. 

 En conclusion, le signal granulaire de STARD3 seul a des performances 

intéressantes en pratique clinique, toutefois pas assez importantes pour pouvoir 

remplacer la SISH en cas de score 2+ à ce jour. 

 

3.5.7. Développement d’un score multi-paramétrique de prédiction de 

l’amplification d’HER2 en cas de score immunohistochimique 2+ 

 Afin d’explorer les liens entre les paramètres immunohistochimiques classiques, 

STARD3 et l’amplification d’HER2 à la SISH, nous avons réalisé analyse supervisée 

par machine learning. L’objectif était de rechercher si dans un sous-groupe des tumeurs 

HER2 score 2+ STARD3 avait une meilleure performance de prédiction. Parmi les 

patientes de cette cohorte, nous avons entrainé un algorithme « RPRT » (Recursive 

Partitioning and Regression Trees) en lui fournissant les données précédemment 

décrites. La variable cible était l’amplification d’HER2 à la SISH (variable binaire), et 

l’algorithme était libre de choisir parmi les différentes variables explicatives 
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précédemment décrites afin de trouver la « meilleure » solution au problème de 

classification. Les résultats ont été présentés sous forme d’arbre décisionnel afin 

d’obtenir une meilleure compréhension (Figure 24). Les variables situées le plus en 

haut (le plus vers les « racines » de l’arbre) ont un poids décisionnel plus important. 

A partir de cet arbre on peut observer qu’en cas d’HER2 score 2+ : 

§ Les tumeurs STARD3- ET Ki67 < 11% : 100% sont non amplifiées 

§ Les tumeurs STARD3- ; Ki67 > 10% ET RP H-Score ≥ 200 : 80% sont non 

amplifiées 

§ Les tumeurs STARD3- ; Ki67 > 10% ; RP H-Score ≥ 200 ET RE H-Score < 240 : 

83% sont non amplifiées 

 
Figure 24. Arbre décisionnel obtenu à partir de l'algorithme pour la classification 
des tumeurs amplifiées ou non en cas de score HER2 2+ 



195 

  

 En conclusion, bien que les performances du signal granulaire de STARD3 pris 

de manière isolée soient insuffisantes en comparaison à la SISH, il pourrait y avoir un 

intérêt dans certains sous-groupes spécifiques : notamment en cas de Ki67 faible. En 

effet, dans cette cohorte rétrospective, en cas de Ki67 faible, s’il n’y avait pas de signal 

granulaire de STARD3, il n’y avait pas d’amplification d’HER2. Des études 

supplémentaires sont nécessaires dans ce contexte. 
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4. DISCUSSION ET PERSPECTIVES 

 Dans cette thèse, nous avons pu évaluer l’impact clinique de l’expression de 

STARD3 dans le cancer du sein HER2+ chez la femme sous différentes formes : son 

intérêt prédictif de la réponse au traitement systémique néoadjuvant, sa valeur 

pronostique, ainsi que sa valeur diagnostique. Nous avons pu également étudier la 

vulnérabilité de HER2 à STARD3 dans des modèles précliniques, l’impact du 

traitement systémique néoadjuvant sur l’expression de STARD3 ainsi que les 

conséquences sur le pronostic.  

 

4.1. La prédiction de la réponse thérapeutique avec STARD3 

 Les tumeurs HER2 sont hétérogènes et les taux de pCR sont plus élevés que ceux 

des autres sous-types moléculaires, ce qui explique la diversité clinique de ces tumeurs 

(254, 255). Les taux de pCR trouvés dans cette thèse sont cohérents avec les études 

publiées employants des traitements similaires aux nôtres à base d'anthracycline et de 

trastuzumab (256, 257, 258). Nos résultats indiquent que l'expression de STARD3 est 

corrélée à la pCR, et donc que STARD3 pourrait être impliqué dans la sensibilité aux 

traitements anti-HER2 et à la chimiosensibilité. 

 

4.1.1. Modifications du protocole du traitement systémique néoadjuvant  

 Même s'il a été démontré que les thérapies anti-HER2 augmentent la 

chimiosensibilité et même si l'association de la chimiothérapie et de la thérapie anti-

HER2 a largement amélioré le pronostic du cancer du sein HER2-positif, il existe des 
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résistances à ces traitements. Les résistances de novo et acquises sont fréquentes (155, 

203, 259). La pCR étant un facteur pronostique important, l'expression de STARD3 

dans la prise en charge initiale du cancer du sein HER2-positif pourrait permettre 

d’individualiser certains cas avec une forte probabilité de résistance au traitement de 

novo, et donc fournir une justification pour s'écarter du protocole médical standard 

afin d'augmenter la probabilité de pCR, et finalement améliorer le pronostic de la 

patiente. Par ailleurs, les thérapies ciblées anti-HER2 ont également des effets 

indésirables importants, par conséquent de nouveaux biomarqueurs prédictifs de la 

réponse thérapeutique seraient utiles pour limiter également l’utilisation de certaines 

thérapies à plus haut risque d’effets indésirables.  

 Néanmoins, pour l’instant on ne dispose pas de données sur l’impact de 

l’expression de STARD3 sur la réponse thérapeutique à d’autres protocoles que celui 

présenté dans cette thèse (anthracyclines-taxanes-trastuzumab). Il est maintenant 

nécessaire d’évaluer la valeur prédictive de STARD3 avec l’utilisation d’autres 

protocoles thérapeutiques en situation néoadjuvante, notamment ceux sans 

athracyclines et ceux avec un double blocage anti-HER2 (pertuzumab).  

 Il serait également intéressant d’évaluer la valeur prédictive de STARD3 chez les 

patientes en situation métastatique, où l’on dispose généralement d’une microbiopsie 

intiale sur laquelle STARD3 pourrait être évalué, et chez qui les traitements 

comprennent également des anticorps conjugués anti-HER2 (trastuzumab-emtansine 

et trastuzumab-deruxtecan). Ceci pourrait nous donner l’information de la réponse 

thérapeutique selon l’expression de STARD3 avec ces traitements.  
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 Ces nouvelles données semblent être nécessaires avant la mise en place d’une 

évaluation prospective et une éventuelle utilisation en pratique clinique.  

   

4.1.2. Modifications de la séquence thérapeutique initiale 

 Hors situation métastatique, l’intérêt prédictif de STARD3 demeure limité pour 

choisir la séquence thérapeutique initiale (traitement systémique néoadjuvant versus 

chirurgie première). En effet, un des intérêts du TSN est de réduire la taille tumorale 

afin de permettre d’une part une chirurgie moins lourde. Toutefois, l’absence de pCR 

n’équivaut pas à une absence de réponse thérapeutique, puisque dans cette étude dans 

la majorité des tumeurs STARD3- on notait une diminution de la taille tumorale après 

TSN. Cette diminution de taille, même modeste, rend la prise en charge chirurgicale 

plus aisée au niveau de l’aire mammaire. Au niveau du creux axillaire, l’intérêt d’avoir 

un marqueur prédictif de la réponse en cas d’atteinte ganglionnaire prouvée serait de 

discuter d’une désescalade de la prise en charge chirurgicale du creux axillaire, qui pour 

l’instant est en cours d’investigation et n’est pas applicable en pratique courante.  

 

4.1.3. Les autres moyens de prédiction de la réponse thérapeutique 

 Différentes méthodes de prédiction de la pCR ont été développées et étudiées ces 

dernières années. La partie « 1.3.3.4 Prédiction : méthodes actuellement disponibles » 

en page 104 résume les données de la littérature sur ce sujet. Ces approches sont d’une 

part basées sur l’analyse des données d’imagerie par intelligence artificielle et d’autre 

part sur l’analyse de certains biomarqueurs prédictifs. L’avantage de cette deuxième 
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approche est la possibilité de pouvoir réaliser la prédiction du risque de non réponse a 

priori, avant l’administration de tout traitement. A l’inverse, l’analyse des données 

d’imagerie permet de corréler la réponse radiologique complète à la réponse 

histologique complète.  

 Comme nous l’avons vu dans les résultats de cette thèse, la valeur de STARD3 

dans ce domaine est majeure, et pourrait constituer à elle seule une approche future 

pour la prédiction de la pCR. Toutefois, l’utilisation de scores combinés pourrait être 

d’autant plus performante, puisque les résultats des scores prédictifs étaient meilleurs 

en cas d’utilisation de STARD3 avec les paramètres cliniques et histologiques initiaux. 

On peut donc supposer que l’utilisation de STARD3 avec des biomarqueurs plus 

performants que les caractéristiques initiales cliniques et histologiques « standard » 

(tels que les TILs) pourrait être complémentaire et mérite la réalisation de nouvelles 

études prospectives.  

 

4.2. STARD3 est-il un marqueur de mauvais pronostic ? 

 À ce jour, cinq études cliniques évaluant l'expression de STARD3 dans le cancer 

ont étudié le pronostic (237, 260, 261, 262, 263). Lamy et al. (261) ont mené une étude 

sur 86 patientes atteintes d'un cancer du sein HER2-positif (confirmé par hybridation 

in situ) avec un suivi médian de 55 mois. Ils n'ont trouvé aucune association entre 

l'amplification du gène STARD3 (quantifiée par PCR) et la survie globale et la survie 

sans rechute.  

 À l'inverse, Vinatzer et al. (237) ont constitué une cohorte de 85 patientes 
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atteintes d'un cancer du sein (HER2-négatif et positif) avec un suivi médian de 10,95 

ans. Ils ont constaté une plus mauvaise survie globale et sans récidive en cas de forte 

expression de STARD3 (quantifiée par PCR sur l’ARN), ainsi que chez les patientes 

présentant une forte expression de HER2 et de STARD3, suggérant ainsi que STARD3 

est un marqueur de mauvais pronostic. Cependant, les auteurs n'ont pas pu déterminer 

si les résultats plus défavorables dans les cas HER2+/STARD3+ étaient dus à 

l'expression de HER2 ou de STARD3, étant donné que ces deux gènes sont fortement 

corrélés.  

 Vassilev et al. ont publié une étude portant sur 1193 patientes, dont 218 avaient 

un cancer du sein HER2+ (263). Ils ont étudié l'expression de STARD3 par 

immunohistochimie et ont divisé leur cohorte en trois groupes en fonction de 

l'expression de STARD3 : négatif (n = 538), faible (n = 538) et élevé (n = 117). Parmi 

les cancers du sein HER2-positifs (n = 213), 16% étaient STARD3 négatifs, une 

proportion similaire à celle de cette étude. Les auteurs ont constaté qu'une forte 

expression de STARD3 était significativement associée à une survie spécifique plus 

faible, mais aucun ajustement n'a été effectué sur la positivité de HER2.  

 Fararjeh et al. (260) ont mené une étude sur une base de données en ligne 

(GEPIA, gene expression profile integrative analysis) et ont constaté que des niveaux 

élevés d'ARNm STARD3 étaient significativement associés à des survies globales et 

sans maladie plus faibles. En outre, ils ont trouvé une association significative entre les 

niveaux d'ARNm STARD3 et une moins bonne survie globale dans les cancers du sein 

HER2-positifs. Cependant, aucune donnée n'a été montrée sur les survies sans maladie 
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et les survies spécifiques dans ce sous-groupe.  

 Enfin, Li et al. ont publié une étude portant sur 1641 cas de cancers du sein 

primaires (262). L'expression de STARD3 a été évaluée par immunohistochimie. Ils ont 

trouvé 16,6% de tumeurs STARD3-positives, et l'expression de STARD3 était 

fortement corrélée à l'expression de HER2. Cette équipe a également constaté que les 

patientes atteintes d'un cancer du sein STARD3+ avaient une survie globale 

significativement plus faible, mais aucun ajustement n'a été effectué sur la positivité 

de HER2.  

 Dans cette thèse, nous avons constaté qu'au contraire, les patientes 

HER2+/STARD3+ atteintes d'un NST avaient une meilleure survie globale que les 

patientes HER2+/STARD3-. Cette divergence peut tout d’abord s'expliquer par le fait 

que les populations incluses étaient différentes entre les différentes études : tant sur les 

caractéristiques tumorales (notamment la positivité d’HER2) que sur les 

caractéristiques thérapeutiques (séquence thérapeutique et protocoles de 

chimiothérapie + anti-HER2 différents). De plus, STARD3 a été mesuré différemment 

(expression de la protéine ou amplification/expression du gène). Enfin, les données 

présentées dans cette thèse portent sur la valeur pronostique de STARD3 

indépendamment de HER2 et d'autres caractéristiques cliniques et pathologiques 

importantes, ce qui n’est pas toujours décrit dans les autres études. Lors de l’analyse 

du pronostic à partir de la base de données Gene Expression Omnibus (GEO), à partir 

de laquelle les données pronostiques ont été étudiées dans d’autres articles 

précédemment cités dans cette partie, nous avons pu montrer que le pronostic moins 
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favorable des tumeurs STARD3+ était dû à la présence d’HER2, et qu’après 

stratification sur l’expression d’HER2, l’expression de STARD3 n’avait pas d’impact 

statistiquement significatif sur le pronostic.  

 

4.3. Utilisation du score immunohistochimique de STARD3 

au moment du diagnostic 

 Le développement et l’étude du score STARD3 nous a permis de confirmer les 

observations in vitro sur la localisation endosomale (signal granulaire) de STARD3 

dans les cancers du sein HER2-positifs. En effet, comme la fonction de STARD3 sur le 

cholestérol repose sur sa localisation dans les endosomes (234), nous avons estimé que 

seul le motif de coloration granulaire devait refléter la présence d'une protéine active 

et devait être pris en compte pour établir un score immunohistochimique. Il est 

intéressant de noter que ce raisonnement est cohérent avec un rapport antérieur sur 

l'expression de la protéine STARD3 dans une cohorte de patientes finlandaises atteintes 

d'un cancer du sein. Les auteurs ont suggéré que le motif de coloration granulaire (ou 

en forme de point) de STARD3 devait être considéré comme positif (263). Dans cette 

étude, l'intensité de la coloration de STARD3 a été classée comme négative, faible ou 

élevée. Les échantillons présentant une forte expression de STARD3 avaient un motif 

de coloration granulaire et étaient associés à la positivité de HER2 et à une survie 

réduite. Les tumeurs à faible expression ne différaient pas des tumeurs négatives (263). 

 Par ailleurs, le signal granulaire de la protéine STARD3 est fortement associé à 

l’amplification d’HER2 en SISH chez les tumeurs ayant un score HER2 2+. Toutefois, 
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les performances du score STARD3 seul ne permettent pas d’utiliser cet examen en 

pratique clinique. Néanmoins, nous avons vu que dans certains sous-groupes ce score 

est nettement plus performant (en cas de Ki67 faible notamment), et par conséquent 

il pourrait être évalué pour éviter de réaliser une hybridation in situ, puisque cette 

technique immunohistochimique est moins onéreuse, plus rapide et plus facilement 

accessible. De plus, avec la nouvelle notion « HER2-low », ce score STARD3 pourrait 

présenter un intérêt supplémentaire pour les différencier des cas négatifs. Dans ces 

contextes, des nouvelles études sont nécessaires.  

 

4.4. STARD3 en tant que cible thérapeutique dans le cancer 

du sein HER2+ 

 Compte tenu de la dépendance in vitro des cellules HER2-positives à STARD3 et 

des résultats de cette thèse, STARD3 pourrait être une cible thérapeutique possible 

dans le cancer du sein HER2-positif. En effet, dans les cancers HER2-amplifiés, où 

STARD3 est surexprimé à des niveaux élevés, des études fonctionnelles ont montré que 

l'inhibition de STARD3 est associée à une réduction de la croissance cellulaire (235, 

249, 250). Toutes ces études sont cohérentes et démontrent que les cellules cancéreuses 

amplifiées par HER2 ont une dépendance spécifique à l'égard de l'expression de 

STARD3. Il semble que, contrairement à d'autres lignées cellulaires, dans les cellules 

cancéreuses HER2-positives la fonction de STARD3 ne peut pas être restaurée, ce qui 

indique un rôle spécifique de STARD3 dans ces cellules. La raison pour laquelle les 

cellules cancéreuses HER2+ dépendent d'une forte expression de STARD3 n'est pas 
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claire, mais étant donné son rôle dans le trafic du cholestérol, il est supposé que 

STARD3 agit sur la biologie des cellules cancéreuses HER2 en modulant l'homéostasie 

du cholestérol. 

 

4.4.1. Les inhibiteurs de STARD3 publiés dans la littérature 

 A ce jour, deux études préliminaires de criblage sur les inhibiteurs de STARD3 

ont été publiées. Les inhibiteurs identifiés in silico ont été testés in vitro, mais pour 

l’instant il n’y a pas encore d’études in vivo ou cliniques.  

 Un inhibiteur de STARD3 a été développé et testé par Lapillo et al. (264) sur 

différentes lignées cellulaires cancéreuses, y compris celles du sein et du colon. Dans le 

contexte de l'hétérogénéité des cancers du sein HER2-positifs et des fréquents 

mécanismes de résistance développés contre les thérapies ciblées anti-HER2, une 

nouvelle cible thérapeutique telle que STARD3 pourrait devenir une bonne alternative.  

 D'autre part, Chitrala et al. (265) ont publié en 2014 les résultats d’un criblage 

virtuel basé sur les ligands pour identifier un inhibiteur (code PDB : 1EM2) domaine 

START de STARD3. Seules trois molécules se sont avérées avoir une forte affinité in 

vitro en tant qu'inhibiteurs puissants de STARD3.  

 Malgré l’enthousiasme des auteurs de ces publications, la qualité d’inhibiteurs 

spécifiques de STARD3 des molécules identifiées est peu crédible et ils n’ont été 

confirmés par aucune étude additionnelle.  

 

4.4.2. Perspective : le développement d’un nouvel inhibiteur de STARD3 
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 Le projet de recherche sur STARD3 dans lequel s’inscrit cette thèse se poursuit 

par le développement d’un nouvel inhibiteur de STARD3. En effet, le domaine START 

de STARD3 est un domaine protéique liant le cholestérol afin de permettre son 

transport. Pour bloquer cette fonction de la protéine, nous allons rechercher des 

molécules empêchant la fixation du cholestérol par ce domaine. Pour étudier la liaison 

du domaine START de STARD3 avec le cholestérol, nous allons utiliser un cholestérol 

modifié couplé à un groupement fluorescent. Nous disposons au laboratoire de protéine 

recombinante correspondant au domaine START de STARD3 isolé, que nous 

produisons dans la bactérie. Nous avons montré que ce domaine isolé est capable de 

lier et de transporter le cholestérol in vitro. Nous devons adapter ce test de liaison in 

vitro avec du cholestérol fusionné avec le groupement Bodipy (TopFluor Cholesterol, 

Sigma) et valider l’interaction avec des mutants de STARD3 et transposer le test en 

format compatible avec un criblage. Le criblage se fera en collaboration avec la 

plateforme PCBiS. Les molécules retenues seront testées fonctionnellement au 

laboratoire. In vitro :  

i) Pour leur capacité à inhiber le transport de cholestérol dû à STARD3 grâce 

à des marquages in situ du cholestérol 

ii) Pour leur capacité à inhiber la croissance des cellules cancéreuses HER2+. 

 In vivo, pour leur capacité à inhiber la formation de tumeurs après xénogreffes 

de cellules cancéreuses HER2+ chez la souris immunodéficiente. 

 L'identification de premières molécules ayant une activité inhibitrice de la 

fonction de STARD3 sera cruciale car ceci montrera qu'il est possible d'inhiber cette 
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protéine avec des molécules chimiques, ce qui est la première étape du développement 

d'un candidat médicament. Au laboratoire, nous disposons d'une batterie de tests 

cellulaires et in vitro permettant de suivre l'activité de STARD3 sur le transport de 

cholestérol et la croissance cellulaire. Nous pourrons étudier l'effet du candidat 

médicament dans ces différents systèmes, puis, à plus long terme valider l'inhibition de 

croissance tumorale induite par ce candidat médicament dans un modèle préclinique 

de xénogreffe chez la souris. In fine, le candidat médicament développé pourra servir 

de nouvelles stratégies thérapeutiques contre les cellules tumorales HER2+. 

 

4.4.3. Les applications potentielles des inhibiteurs de STARD3 en cancérologie 

mammaire 

 STARD3 est exprimé dans la plupart des tissus à des niveaux faibles et dans 

l'ensemble du règne animal (1). Des études fonctionnelles sur des cellules ont montré 

que STARD3 pilote le flux de cholestérol intracellulaire du réticulum endoplasmique 

vers les endosomes/lysosomes (234). Comme les souris knock-out STARD3 ne 

présentent pas de phénotype dommageable (228), il est probable que dans les tissus 

normaux, la fonction de STARD3 est équilibrée par d'autres mécanismes 

homéostatiques régulant la distribution du cholestérol. Conformément à cette idée, 

l'inhibition de STARD3 par des siRNA dans les cellules HeLa (une lignée de cellules 

cancéreuses HER2-négatives de l'endomètre) n'a pas d'impact sur la viabilité et la 

croissance cellulaire (250). Cependant, on ne dispose pas encore des données sur l’effet 

de l’inhibition de STARD3 dans les tissus sains, et des effets secondaires peuvent 
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constituer un frein à l’exploitation de cette vulnérabilité des cancers HER2-positifs. 

Afin d’outrepasser ces éventuels effets secondaires liés à un effet « off target », on 

pourrait imaginer le développement d’un nouvel anticorps conjugué comprenant d’une 

part un anticorps anti-HER2, et d’autre part l’inhibiteur de STARD3 (la charge utile 

ou payload). Cette approche innovante est en plein essor actuellement dans le cancer 

du sein HER2-positif, comme décrit dans la partie « 1.2.3.2 Anticorps conjugués » en 

page 83.  

 

4.4.4. Les autres applications possibles des inhibiteurs de STARD3 

 Tout d’abord, STARD3 pourrait également être impliqué dans d'autres cancers 

HER2-positifs, tels que les cancers ovariens, gastriques, pulmonaires, vésicaux et 

prostatiques.  

 Par ailleurs, STARD3 présente un intérêt potentiel dans d'autres pathologies non 

tumorales, telles que l'hépatite C et l'athérosclérose. Les knockdowns par interférence 

ARN ont identifié STARD3 comme étant nécessaire à la réplication du virus de 

l'hépatite C car il dépend de l'homéostasie du cholestérol dans l'endosome (266). En 

outre, il a été démontré que la surexpression de la protéine STARD3 dans les 

macrophages dysrégulés rétablit une homéostasie du cholestérol altérée et induit un 

phénotype lipidique macrophagique anti-athérogène, ce qui constitue une stratégie 

thérapeutique potentielle (267). 
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5. CONCLUSION 

 Le laboratoire dans lequel j’ai réalisé cette thèse a identifié STARD3 comme étant 

surexprimé dans les cancers HER2-positifs il y a plus de vingt ans. Depuis, l’équipe a 

caractérisé sa fonction de transporteur du cholestérol et a montré que les cellules 

cancéreuses HER2-positives sont dépendantes de STARD3.  

 Les résultats et des données de la littérature présentés dans cette thèse suggèrent 

que l’utilisation de STARD3 comme biomarqueur tissulaire serait une valeur ajoutée 

pour la prise en charge des patientes ayant un cancer du sein HER2-positif. En effet, 

l'expression de la protéine STARD3 a permis d'identifier un sous-groupe présentant un 

risque élevé d'absence de réponse histologique complète. Ceci justifie dans un premier 

temps l'étude d’autres protocoles de traitements systémiques néoadjuvants distincts 

dans ce sous-groupe. Ensuite, des études sur des cohortes indépendantes dans un cadre 

prospectif seront nécessaires.  

 En plus de sa valeur prédictive, STARD3 demeure une vulnérabilité du cancer du 

sein HER2-positif et par conséquent une cible thérapeutique intéressante. Le 

développement de candidats médicaments anti-STARD3 au sein du projet de recherche 

du laboratoire est en cours et pourra constituer un jour une nouvelle approche 

thérapeutique. 
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Abstract: Context: Adjuvant radiotherapy (RT) after breast-conserving surgery (BCS) for ductal
carcinoma in situ (DCIS) is debated as benefits are inconstant. Molecular signatures for DCIS have
been developed to stratify the risk of local recurrence (LR) and therefore guide the decision of RT.
Objective: To evaluate, in women with DCIS treated by BCS, the impact of adjuvant RT on LR
according to the molecular signature risk stratification. Methodology: We conducted a systematic
review and meta-analysis of five articles including women with DCIS treated by BCS and with
a molecular assay performed to stratify the risk, comparing the effect of BCS and RT versus BCS
alone on LR including ipsilateral invasive (InvBE) and total breast events (TotBE). Results: The
meta-analysis included 3478 women and evaluated two molecular signatures: Oncotype Dx DCIS
(prognostic of LR), and DCISionRT (prognostic of LR and predictive of RT benefit). For DCISionRT,
in the high-risk group, the pooled hazard ratio of BCS + RT versus BCS was 0.39 (95%CI 0.20–0.77)
for InvBE and 0.34 (95%CI 0.22–0.52) for TotBE. In the low-risk group, the pooled hazard ratio of BCS
+ RT versus BCS was significant for TotBE at 0.62 (95%CI 0.39–0.99); however, it was not significant
for InvBE (HR = 0.58 (95%CI 0.25–1.32)), Discussion: Molecular signatures are able to discriminate
high- and low-risk women, high-risk ones having a significant benefit of RT in the reduction of
invasive and in situ local recurrences, while in low-risk ones RT did not have a benefit for preventing
invasive breast recurrence. The risk prediction of molecular signatures is independent of other risk
stratification tools developed in DCIS, and have a tendency toward RT de-escalation. Further studies
are needed to assess the impact on mortality.

Keywords: ductal carcinoma in situ; molecular assay; radiotherapy; local recurrence; de-escalation;
precision medicine

1. Introduction

Ductal carcinoma in situ (DCIS) accounts for approximately 15.2% of all breast cancers
in the United States [1]. Moreover, its incidence has increased in the last decades, in part as
a consequence of the generalization of breast cancer screening, but also due to population
aging and increased risk factors such as obesity or family history [2,3]. Of interest, DCIS
is a component of BRCA spectrum cancers, and BRCA2 carriers have higher incidences
in DCIS compared to BRCA1 carriers [4], although DCIS is equally as prevalent in BRCA
mutation carriers as in high familial-risk noncarrier women [4,5]. According to the World
Health Organization (WHO), DCIS are a heterogeneous group of lesions characterized
by a proliferation of ductal neoplastic cells confined within the breast duct. They are
distinguished from invasive carcinomas by the absence of visualization of infiltration of

J. Clin. Med. 2023, 12, 2036. https://doi.org/10.3390/jcm12052036 https://www.mdpi.com/journal/jcm
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Dear Editor,

The Council of Europe (CoE), based in Strasbourg (France), is an international organization that promotes cooperation among European 
countries in the areas of human rights, democracy, rule of law, culture and public health. Founded in 1949 by the Treaty of London, the CoE is 
composed of 46 member states. The CoE is a separate body from the European Union (EU), with 27 state countries, that have conferred some 
national legislative and executive powers to the EU, with the aim of achieving a high level of integration. In contrast, member states of the CoE 
maintain their sovereignty, but cooperate on the basis of common values and political decisions, and commit themselves through conventions. 
The CoE and the EU have a close collaboration in the field of transplantation of human organs*, tissues** and cells***, jointly promoting 
fundamental ethical principles, as the non-commercialization of substances of human origin, and common quality and safety standards. Within 
the CoE, work in the transplantation field is coordinated by the European Directorate for the Quality of Medicines and HealthCare (EDQM), 
which recently published the 8th edition of the Guide to the quality and safety of organs for transplantation (1), providing professionals and 
authorities with guidance to ensure a high level of protection for organ donors and transplant recipients. 

In Europe, organ transplantation activities have steadily increased during the last few decades, except during certain periods of the Coronavirus 
disease-2019 pandemic (2). This increase, however, has been insufficient to cope with the transplantation needs of the European population. In 
2021, 36,548 solid organ transplants were performed in CoE member States, an activity that lagged behind the volume of the transplant waiting 
list, estimated to include more than 138,0000 patients per annum. Approximately 20 patients have died each day on the waiting list because no 
organ became available (3). 

There are different reasons for organ shortage, as failure to identify and refer possible organ donors, opposition to postumous donation, or 
medical unsuitability. One reason why possible organ donors are deemed ineligible is a past or present history of cancer, due to the risk 
of transmitting cancerous cells, the development of which may be facilitated by the immunosuppressive treatments required by transplant 
recipients. Given the increase in the number of indications for transplants and the shortage of organs, along with a decline in the incidence of 
brain death and the increasing evidence about the safety limits in the utilization of organs from donors diagnosed with a variety of diseases, the 
current trend is to expand criteria for donor eligibility, particularly regarding donors with a history of cancer. In the 8th edition of the EDQM 
Guide on the quality and safety of human organs for transplantation (1), the chapter concerning the risk of transmission of cancer has been 
entirely reviewed to provide current evidence for assessing the risk of transplanting organs from donors with a past or present history of cancer, 
and from donors with a genetic predisposition to develop cancer. Though not legally binding, this document supports professional decision-
making according to the best available evidence. 

A history of breast cancer (BC) has a prominent place in the debate concerning the transplantation of human organs. BC is the commonest 
cancer type among women in Europe, and its incidence continues to rise (with 531,086 new cases, 141,765 deaths and 2,138,117 five-years 
prevalence in 2020). The cumulative risk of BC (0–74 years) for a European woman is 6.28% in Central and Eastern Europe, 8.45% in Southern 
Europe, 9.35% in Northern Europe and 9.69% in Western Europe. Western Europe is placed third in the world in terms of prevalence of 
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Martha Duraes j, Marc Espié k, Luc Fornecker l, François Golfier m, Pascale Grosclaude n,
Anne Sophie Hamy o, Edith Kermarrec p, Vincent Lavoué q, Massimo Lodi a,
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* Auteur correspondant.
Adresses e-mail : c.mathelin@icans.eu (C. Mathelin), emmanuel.barranger@nice.unicancer.fr (E. Barranger), m.boisserie-lacroix@bordeaux.unicancer.fr

(M. Boisserie-Lacroix), gboutetpourgof@yahoo.fr (G. Boutet), susie.brousse@gmail.com (S. Brousse), ncbpro@gmail.com (N. Chabbert-Buffet), CCoutant@cgfl.fr (C. Coutant),
emile.darai@aphp.fr (E. Daraı̈), yann.delpech@nice.unicancer.fr (Y. Delpech), m-duraes@chu-montpellier.fr (M. Duraes), marc.espie@sls.aphp.fr (M. Espié),
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edithlefrapper@yahoo.fr (E. Kermarrec), Vincent.LAVOUE@chu-rennes.fr (V. Lavoué), massimo.lodi@chru-strasbourg.fr (M. Lodi), e.luporsi@chr-metz-thionville.fr
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R É S U M É

Objectifs. – Notre objectif principal a été d’établir un état des lieux des cas de cancers épithéliaux de
toutes origines transmis par les donneurs en comparaison avec les cancers mammaires, avec analyse de
l’évolution carcinologique des receveurs. Notre objectif secondaire a été de définir le bilan pré-don à
réaliser avant tout prélèvement d’organe chez un donneur ayant un antécédent de cancer du sein.
Méthodologie. – Nous avons réalisé une revue systématique de la littérature jusqu’au 01/06/2022 en
incluant tous les articles originaux (y compris les cas cliniques) rapportant des cas de cancer épithélial
transmis du donneur au receveur, suivie d’une méta-analyse des données épidémiologiques et de survie.
Résultats. – Au total, nous avons inclus 51 articles (31 cas cliniques et 20 études de cohorte),
représentant 91 388 donneurs, 236 142 receveurs et 2591 cas de cancer transmis. Le risque de cancer
transmis était significativement plus élevé en cas d’antécédent de cancer du sein par rapport à
l’antécédent de cancer quel que soit le type histologique (RR = 9,48 p = 0,0025). Dans les cas cliniques, le
bilan pré-don n’était précisé que dans 33,3 % des publications. Le délai entre la greffe et la survenue d’un
cancer était plus long en cas de transmission de cancer du sein par rapport aux autres cancers
épithéliaux : 1435,8 jours contre 297,6 (p < 0,001).
Conclusion. – Prélever un organe chez une personne antérieurement traitée pour un cancer du sein ou
ayant un risque d’être atteinte d’une forme occulte semble possible dans certaines situations mais
nécessite un bilan pré-don adapté, le respect de référentiels de bonnes pratiques et un avis d’expert dans
des situations complexes.

!C 2022 Elsevier Masson SAS. Tous droits réservés.

A B S T R A C T

Objectives. – Our main objective was to investigate donor-transmitted epithelial cancers of all origins in
comparison with breast cancers, with analysis of the carcinological outcome of recipients. Our secondary
objective was to define medical check-up to be performed before any organ procurement from a donor
with a history of breast cancer.
Methodology. – We performed a systematic review of the literature up to June 1st 2022 by including all
original articles (including clinical cases) reporting cases of epithelial cancer transmitted from donor to
recipient, followed by a meta-analysis of epidemiological and survival data.
Results. – In total, we included 52 articles (31 clinical cases and 21 cohort studies), representing 91,388
donors, 236,142 recipients, and 2591 cases of transmitted cancer. The risk of transmitted cancer was
significantly higher with a history of breast cancer compared with a history of other cancer (RR = 9.48
P = 0.0025). In clinical cases, the pre-donation check-up was specified in only 33.3% of publications. The
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doi: https://doi.org/10.1016/j.gofs.2021.05.008

This is a PDF file of an article that has undergone enhancements after acceptance, such as
the addition of a cover page and metadata, and formatting for readability, but it is not yet the
definitive version of record. This version will undergo additional copyediting, typesetting and
review before it is published in its final form, but we are providing this version to give early
visibility of the article. Please note that, during the production process, errors may be
discovered which could affect the content, and all legal disclaimers that apply to the journal
pertain.

© 2020 Published by Elsevier.



©Copyright 2022 by the the Turkish Federation of Breast Diseases Societies / European Journal of Breast Health published by Galenos Publishing House.

Eur J Breast Health 2022; 18(2): 108-126

DOI: 10.4274/ejbh.galenos.2021.2021-11-2
Systematic Review

108

Received: 12.11.2021
Accepted: 30.11.2021

Available Online Date: 01.04.2022

Introduction
Among women, breast cancer is the most commonly diagnosed cancer and the leading cause of cancer-related mortality worldwide. It was 
estimated that in 2020 it represented over 2.2 million new cases (24.5% of all cancers) and caused over 680,000 deaths (15.5% of cancer-related 
deaths) (1). To date, different risk factors have been identified, some of which are potentially modifiable. Breast cancer is more commonly 
associated with age, environmental, hormonal and lifestyle factors than genetic factors ones (2). As it represents a major public health issue and 
both incidence and mortality will increase in the next decades (1), prevention focuses on acting on modifiable risk factors. Among lifestyle-related 
breast cancer risk factors, some are commonly accepted, including lack of physical activity (3) and overweight and obesity (4), while others are 
still controversial. Of interest, diet is known to play a role in the development of various cancers, such as colon cancer (5). Yet, in breast cancer 
the role of diet remains uncertain (2). Assessing the role of diet on breast cancer risk is complex, as diet varies between individuals, cultures and 
territories. Moreover, different evaluation methods exist, such as consumption of a particular food, a particular nutrient, or a particular pattern. 
For instance, the Mediterranean diet, dairy product consumption and fruit and vegetables intake seem to have a positive impact on reducing 

Corresponding Authors: 
Carole Mathelin; c.mathelin@icans.eu
Massimo Lodi; massimo.lodi@chru-strasbourg.fr

ABSTRACT

Objective: To determine if there is an association between total lipid intake, saturated fatty acid (SFA), Poly- and Mono-Unsaturated Fatty Acid (PUFA 
and MUFA) and cholesterol intake and breast cancer risk. 
Materials and Methods: We conducted a systematic review of the literature and a meta-analysis following Preferred Reporting Items for Systematic 
Reviews and Meta-Analyses (PRISMA) guidelines. We included all cohort and case-control studies published up to December 2020 with subgroup analysis 
according to menopausal status. 
Results: We included 44 articles for analysis. There was no association between total fat, SFA, MUFA, PUFA and cholesterol intake and breast cancer 
in the general population and in pre-menopausal women. In postmenopausal women, high SFA consumption was associated with increased breast cancer 
risk in case-control studies [relative risk (RR): 1.12; confidence interval (CI) 95%: 1.03–1.21; p = 0.006 but not in cohort studies (RR: 1.01; CI 95%: 
0.85–1.19; p = 0.93). 
Conclusion: There was a weak association between high SFA consumption and breast cancer risk in post-menopausal women, however there was high 
heterogeneity for this analysis. As lipids can have different actions in the same family, studies should rather focus on specific lipid consumption.
Keywords: Breast cancer risk; cholesterol; dietary fat intake; mono-unsaturated fatty acid; saturated fatty acid

Cite this article as: Lodi M, Kiehl A, Qu FL, Gabriele V, Tomasetto C, Mathelin C. Lipid Intake and Breast Cancer Risk: Is There a Link? A New Focus 
and Meta-Analysis. Eur J Breast Health 2022; 18(2): 108-126

Key Points

•  There was no association between total fat, saturated fatty-acids, mono and poly-unsaturated fatty acids and cholesterol intake and breast cancer 
incidence in the general population and in pre-menopausal women.

• There was a weak association between high saturated fatty acids consumption and breast cancer risk in post-menopausal women, but the results were 
heterogeneous.
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Abstract 
Background:  MiT family translocation renal cell carcinoma (TRCC) is a rare and aggressive subgroup of renal cell carcinoma harboring high 
expression of c-MET. While TRCC response rates to VEGF receptor tyrosine kinase inhibitors (TKIs) and immune checkpoint inhibitors are limited, 
efficacy of cabozantinib (a VEGFR, MET, and AXL inhibitor) in this subgroup is unclear.
Methods:  We performed a multicenter, retrospective, international cohort study of patients with TRCC treated with cabozantinib. The main 
objectives were to estimate response rate according to RECIST 1.1 and to analyze progression-free survival (PFS) and overall survival (OS).
Results:  Fifty-two patients with metastatic TRCC treated in the participating centers and evaluable for response were included. Median 
age at metastatic diagnosis was 40 years (IQR 28.5-53). Patients’ IMDC risk groups at diagnosis were favorable (9/52), intermediate (35/52), 
and poor (8/52). Eleven (21.2%) patients received cabozantinib as frontline therapy, 15 (28.8%) at second line, and 26 (50%) at third line and 
beyond. The proportion of patients who achieved an objective response was 17.3%, including 2 complete responses and 7 partial responses. 
For 26 (50%) patients, stable disease was the best response. With a median follow-up of 25.1 months (IQR 12.6-39), median PFS was 6.8 
months (95%CI 4.6-16.3) and median OS was 18.3 months (95%CI 17.0-30.6). No difference of response was identified according to fusion 
transcript features.
Conclusion:  This real-world study provides evidence of the activity of cabozantinib in TRCC, with more durable responses than those observed 
historically with other VEGFR-TKIs or ICIs.
Key words: MiT family translocation renal cell carcinoma; cabozantinib; non-clear cell renal cell carcinoma.

Implications for Practice
MiT family translocation renal cell carcinoma (TRCC) is an aggressive renal cell carcinoma subtype, harboring high expression of c-MET. Validated 
treatment options in the metastatic setting are lacking. The activity of cabozantinib, a MET targeted agent in the treatment of metastatic TRCC 
patients is unknown. In this multicentric international retrospective study including 52 adults metastatic TRCC patients, 17.3% patients achieved 
an objective response and 26 (50%) patients had stable disease as best response. Median progression-free survival was of 6.8 months. 
Cabozantinib demonstrates clinical activity in the treatment of advanced TRCC and could be preferentially used in this setting.

Received: 5 February 2022; Accepted: 24 June 2022.
© The Author(s) 2022. Published by Oxford University Press.
This is an Open Access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution License (https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/), 
which permits unrestricted reuse, distribution, and reproduction in any medium, provided the original work is properly cited.
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ABSTRACT

Objective: Therapeutic management of ductal carcinoma in situ (DCIS) is heterogeneous among countries worldwide, and some treatment indications are 
still controversial. To investigate DCIS management in different countries; identify both consensual practices and controversial topics; and survey opinions 
about the future management of DCIS.
Materials and Methods: The Senologic International Society network members participated to an online survey using a questionnaire, between 
November 2021 and February 2022.
Results: Twenty-two responses from 20 different countries showed that organized breast cancer screening programs were present for 87% participants, 
and DCIS cases represented 13.7% of all breast cancers. Most participants used the grade classification (100%), the morphological classification (78%) and 
performed immunohistochemistry assays (73%). In case of conservative treatment, the mean re-excision rate was 10.3% and clear margins of mean 2.5 mm 
were considered healthy. Radical mastectomy rate was 35.5% with a breast reconstruction rate of 53%. Tumor bed boost indications were heterogeneous, and 
73% of participants indicated hormone therapy for hormone-positive DCIS. Surgery and radiotherapy omission for some low-risk DCIS were considered 
by 73% of participants. Multigene assays were used by 43% of participants. Concerning future changes in DCIS management, participants mostly answered 
surgical de-escalation (48%), radiotherapy de-escalation (35) and/or active surveillance for some cases (22%).
Conclusion: This survey provided an overview of the current practices of DCIS management worldwide. It showed that some areas are rather consensual: 
incidence increases over time, treatment in young women, pathological classifications, definition of healthy margins, the skin-sparing mastectomy and 
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Narrative review of sentinel lymph node biopsy in breast cancer: 
a technique in constant evolution with still numerous unresolved 
questions
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Abstract: The aim of this narrative review was to provide an update on the use of sentinel lymph node 
biopsy (SLNB) for breast carcinoma (BC). Relevant studies published between 01/01/1994 and 15/08/2020 
assessing the accuracy and the usefulness of SLNB were reviewed. SLNB was first used in 1977 for penile 
cancers. However, it took 17 years to enter in clinical practice for BC. The first procedures were based on 
two methods of non-specific marking of LN vmacrophages using a radioisotope (99mTc) and a blue dye (BD, 
Isosulfan, Patent or Methylene). To overcome side effects of radioisotopes (radiation exposure) and BD 
(allergic reactions), innovative tracers such as indocyanine green (ICG), superparamagnetic iron oxide (SPIO), 
and microbubbles have been explored. The SLN intraoperative examination is no longer performed, due to 
its low impact on the rate of reoperation and high time and cost of surgery. Likewise, immunohistochemistry, 
which can lead to an unnecessary ALND in some cases of occult metastases, is no more recommended. 
Except cases with metastasized LN, all contraindications aim to avoid situations where the risk of false 
negative would be too high (notably T3-T4 or multicentric tumors). The current indications for invasive BC 
are T0-T1-T2 N0 or N1 (after an accurate LN evaluation with ultrasound and/or cytology or core biopsy) 
and for DCIS treated by mastectomy or presenting as a palpable mass. After SLNB, axillary recurrence rates 
are generally below 2% after a follow up of 8–10 years, comparable to those observed after ALN. Likewise, 
when the SLN contains less than 2 metastases, axillary recurrence rates remain low even when ALN is 
omitted. In case of more than 2 metastatic SLN or capsular effraction, ALND is still indicated. For most 
teams, SLNB can be performed in clinically node-negative patients receiving neoadjuvant systemic therapy. 
The results of the literature consistently show that SLNB is extremely reliable in selected BC, as long as it 
is performed with a rigorous technique by teams having undergone multidisciplinary training and having 
gained the necessary experience.

Keywords: Breast cancer (BC); invasive breast carcinoma (invasive BC); ductal carcinoma in situ (DCIS); sentinel 

lymph node (SLN); lymphoscintigraphy
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Abstract

Background: uPA and PAI-1 are breast cancer biomarkers 
that evaluate the benefit of chemotherapy (CT) for HER2-
negative, estrogen receptor-positive, low or intermediate 
grade patients. Our objectives were to observe clinical 
routine use of uPA/PAI-1 and to build a new therapeutic 
decision tree integrating uPA/PAI-1.
Methods: We observed the concordance between CT indi-
cations proposed by a canonical decision tree representa-
tive of French practices (not including uPA/PAI-1) and 
actual CT prescriptions decided by a medical board which 
included uPA/PAI-1. We used a method of machine learning 
for the analysis of concordant and non-concordant CT pre-
scriptions to generate a novel scheme for CT indications.
Results: We observed a concordance rate of 71% between 
indications proposed by the canonical decision tree and 

actual prescriptions. Discrepancies were due to CT con-
traindications, high tumor grade and uPA/PAI-1 level. 
Altogether, uPA/PAI-1 were a decisive factor for the final 
decision in 17% of cases by avoiding CT prescription 
in two-thirds of cases and inducing CT in other cases. 
Remarkably, we noted that in routine practice, elevated 
uPA/PAI-1 levels seem not to be considered as a suffi-
cient indication for CT for N ≤ 3, Ki 67 ≤ 30% tumors, but 
are considered in association with at least one additional 
marker such as Ki 67 > 14%, vascular invasion and ER-H 
score <150.
Conclusions: This study highlights that in the routine 
clinical practice uPA/PAI-1 are never used as the sole indi-
cation for CT. Combined with other routinely used bio-
markers, uPA/PAI-1 present an added value to orientate 
the therapeutic choice.
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Éditorial

Covid-19 et cancer du sein : les premières leçons d’une pandémie

Covid-19 and breast cancer: First lessons of a pandemic

En 2020, la COVID-19 s’est propagée dans le monde entier, avec
une mortalité nettement supérieure à celle de la grippe, dépassant
actuellement 2,5 millions de décès. Les premières publications ont
alerté sur une plus grande susceptibilité des patients âgés et/ou
présentant des comorbidités, notamment le cancer, à développer
des formes graves de COVID-19 [1]. Le cancer du sein étant le
premier cancer chez les femmes dans le monde, avec plus de
2 millions de nouveaux cas et plus de 650 000 décès chaque année,
la situation a été considérée comme particulièrement préoccu-
pante pour les femmes concernées.

De nombreuses sociétés scientifiques dont le CNGOF ont alors
publié une série de recommandations modifiant la prise en charge
des patientes atteintes d’un cancer du sein afin de préserver en
théorie la qualité des soins oncologiques, tout en évitant un risque
croissant de contamination par le SARS-CoV-2 (Severe Acute
Respiratory Syndrome Coronavirus-2) [2,3]. L’enquête de la Société
Internationale de Sénologie (SIS) auprès de 25 pays (totalisant
1,505 milliard de personnes et 19,6 % de la population mondiale
totale) a montré que beaucoup de pays ont adopté des mesures
similaires [4]. En particulier, les programmes de dépistage ont été
suspendus, les interventions chirurgicales oncologiques jugées
« non urgentes » ont été reportées, les chirurgies réparatrices ont été
annulées tandis que les traitements médicaux et la radiothérapie
ont été adaptés avec des protocoles souvent hypofractionnés. Par
ailleurs, la place de la télémédecine a été particulièrement
renforcée, afin d’éviter les lieux à risque de contamination.

Tous ces changements étaient basés sur les données épidé-
miologiques initiales alarmantes avec un risque de décès par
COVID-19 cinq fois plus élevé pour les patients atteints de cancer

(OR 5,34, IC 95 % 1,80–16,18 ; p = 0,0026) [1]. Toutefois, la
proportion de femmes atteintes d’un cancer du sein était
particulièrement faible dans ces études initiales (3 dans la série
chinoise [1], 27 dans l’étude new yorkaise [5], 40 dans l’étude
brésilienne [6]). Les publications ultérieures, basées sur de plus
grands effectifs, ont été beaucoup plus rassurantes. Par exemple,
Miyashita et al. [7] ont montré, sur 5688 patients dont 344 atteints
de cancers, que les patients cancéreux (tous sexes confondus) ne
présentaient qu’un risque légèrement plus élevé de forme grave de
COVID-19 (RR 1,89 ; IC 95 % : 1,37–2,61) sans augmentation des
décès (RR 1,15 ; IC 95 % : 0,84–1,57). De plus, il est rapidement
apparu dans la plupart des pays, sauf le Vietnam, la Belgique et le
Canada, que les femmes avaient un risque plus faible de contracter
une COVID-19 que les hommes, qu’elles étaient moins exposées à
des formes graves et avaient une mortalité moindre [8]. Concernant
plus spécifiquement le cancer du sein, il a été montré que l’impact
du COVID-19 sur la mortalité était moins important en compa-
raison avec d’autres types de cancer. Ainsi, Lee et al. [9] ont montré,
sur une cohorte britannique de 800 patients, que les femmes
atteintes d’un cancer du sein avaient un risque particulièrement
faible de mortalité par rapport aux autres cancers (OR 0,48 (0,28–
0,84), p = 0,009). De même, dans une étude française portant sur
76 patientes atteintes d’un cancer du sein précoce ou métastatique
avec une suspicion de COVID-19, Vuagnat et al. [10] ont montré
que l’hypertension et l’âge avancé (> 70 ans) étaient les deux
facteurs les plus associés à un risque de forme grave de COVID-
19 et/ou de décès, et non le traitement oncologique en cours.

Quelques mois après le début de la pandémie, de nombreuses
sociétés de sénologie de par le monde ont plaidé pour une analyse
de l’impact oncologique des changements de prise en charge des
cancers du sein pendant la pandémie [4]. En Italie, Vanni et al. [11]
ont analysé une cohorte multicentrique de 432 patientes afin
d’évaluer les répercussions de l’arrêt du dépistage et du délai
chirurgical allongé sur la stadification du cancer du sein. Ils ont
montré que le cancer était plus avancé au moment du diagnostic et
que les ganglions lymphatiques étaient plus souvent métastatiques.
En Angleterre, Maringe et al. [12] ont établi un modèle prédictif
d’analyse de la mortalité par cancer du sein et ont estimé, pour les
5 années à venir, une augmentation de 7,9 à 9,6 % du nombre de
décès dus au cancer du sein, liée aux modifications de la prise en
charge oncologique pendant la pandémie. Aux États-Unis, Johnson
et al. [13] ont réalisé une méta-analyse pour évaluer l’impact du
retard chirurgical sur la survie des patients traités pour un cancer
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a  b  s  t  r  a  c  t

Objectives:  Diagnosis  of  COVID-19  is  essential  to prevent  the  spread  of SARS-CoV-2.  Nasopharyngeal
swabs  (NPS)  remain  the  gold  standard  in  screening,  although  associated  with  false  negative  results  (up  to
30%).  We  developed  a 3D  simulator  of  the  nasal  and  pharyngeal  cavities  for  the  learning  and  improvement
of  NPS  collection.
Patients  and  methods:  Simulator  training  sessions  were  carried  out in  11  centers  in France.  A  questionnaire
assessing  the simulator  was  administered  at the  end  of the  sessions.  The  study  population  included  both
healthcare  workers  (HCW)  and  volunteers  from  the general  population.
Results:  Out  of  589 participants,  overall  satisfaction  was  scored  9.0  [8.9–9.1]  on  a  scale  of  0  to  10
with  excellent  results  in  the  16 evaluation  items  of each  category  (HCWs  and general  population,  NPS
novices  and  experienced).  The  simulator  was  considered  very  realistic  (95%),  easy  to use (97%),  useful  to
understand  the anatomy  (89%)  and  NPS  sampling  technique  (93%).  This  educational  tool  was  considered
essential  (93%).  Participants  felt their  future  NPS  would  be  more  reliable  (72%),  less  painful  (70%),  easier
to perform  (88%)  and  that they  would  be carried  out more  serenely  (90%).  The  mean  number  of  NPS
conducted  on  the  simulator  to  feel  at ease  was  two;  technical  fluency  with  the  simulator  can  thus  be
acquired  quickly.
Conclusion:  Our simulator,  whose  3D  printing  can  be  reproduced  freely  using  a  permanent  open  access
link,  is  an  essential  educational  tool  to standardize  the  learning  and  improvement  of  NPS  collection.  It
should enhance  virus  detection  and  thus  contribute  to  better  pandemic  control.

∗ Corresponding author. Obstetrics department, Strasbourg university hospital,
rue Louis-Pasteur, 67300 Schiltigheim, France.

E-mail address: antoine.koch@chru-strasbourg.fr (A. Koch).

1. Introduction

Testing is essential for controlling the COVID-19 pandemic since
it enables better follow-up of epidemic markers, isolation of pos-
itive cases and where applicable contact tracing [1,2]. COVID-19
testing should be performed by obtaining a specimen from the
upper respiratory tract [3]. Nasopharyngeal swab (NPS) collection

https://doi.org/10.1016/j.idnow.2022.02.002
2666-9919/© 2022 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.
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Abstract: Purpose. To assess the value of sentinel lymph node (SLN) sampling in high risk
endometrial cancer according to the ESMO-ESGO-ESTRO classification. Methods. We performed
a comprehensive search on PubMed for clinical trials evaluating SLN sampling in patients with
high risk endometrial cancer: stage I endometrioid, grade 3, with at least 50% myometrial invasion,
regardless of lymphovascular space invasion status; or stage II; or node-negative stage III endometrioid,
no residual disease; or non-endometrioid (serous or clear cell or undi↵erentiated carcinoma,
or carcinosarcoma). All patients underwent SLN sampling followed by pelvic with or without
para-aortic lymphadenectomy. Results. We included 17 original studies concerning 1322 women.
Mean detection rates were 89% for unilateral and 68% for bilateral. Pooled sensitivity was 88.5%
(95%CI: 81.2–93.2%), negative predictive value was 96.0% (95%CI: 93.1–97.7%), and false negative rate
was 11.5% (95%CI: 6.8; 18.8%). We noted heterogeneity in SLN techniques between studies, concerning
the tracer and its detection, the injection site, the number of injections, and the surgical approach.
Finally, we found a correlation between the number of patients included and the SLN sampling
performances. Discussion. This meta-analysis estimated the SLN sampling performances in high
risk endometrial cancer patients. Data from the literature show the feasibility, the safety, the limits,
and the impact on surgical de-escalation of this technique. In conclusion, our study supports the
hypothesis that SLN sampling could be a valuable technique to diagnose lymph node involvement
for patients with high risk endometrial cancer in replacement of conventional lymphadenectomy.
Consequently, randomized clinical trials are necessary to confirm this hypothesis.

Keywords: endometrial cancer; sentinel lymph node; high risk

1. Introduction

Endometrial cancer represents the sixth diagnosed cancer among women, representing 382,069 new
cases and 89,929 deaths in 2018 worldwide [1]. This cancer usually a↵ects women after menopause,

J. Clin. Med. 2020, 9, 3874; doi:10.3390/jcm9123874 www.mdpi.com/journal/jcm
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A B S T R A C T

Introduction: Deep infiltrative endometriosis can lead to infertility with a spontaneous pregnancy rate
between 8.7 and 13%. Surgical treatment of bowel endometriosis may improve spontaneous and ART fertility.
The aim of this study was to evaluate post-operative fertility according to the surgical technic used (shaving
vs. bowel resection).
Material and method: A retrospective, monocentric study was carried-out in the University Hospital of Stras-
bourg, France, from September 2009 to October 2016. All patients with a desire to become pregnant and
treated for colorectal deep infiltrating endometriosis were included. Two groups were analyzed and com-
pared: shaving treatment vs. digestive resection (discoid or segmental). The primary outcome was pregnancy
rate after surgery. Secondary outcomes were: mode of pregnancy occurrence (spontaneous versus ART), time
of onset, term at birth, occurrence of complications during pregnancy.
Results: 94 patients were included (39 had a bowel resection and 55 a shaving). Both groups had similar pre-
operative characteristics. The pregnancy rate was 52,1% for the total population with no significant differen-
ces between the two groups (p = 0.68). However, we found a significantly higher spontaneous pregnancies
rate among the resection group with 73.7% (p = 0,0086). Pregnancy complications occurred in 50% of preg-
nancies, regardless of the surgical technic used.
Conclusion: This study suggests that, for patients with colorectal DIE, surgical treatment improves overall fer-
tility. Furthermore, resection surgery seems to significantly improve the occurrence of spontaneous pregnan-
cies. However, this surgery is not without risks and multidisciplinary discussions and thorough information
to the patient are a prerequisite.

© 2022 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.
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Introduction

Endometriosis is defined as the presence of endometrial tissue
outside the uterine cavity, inducing a chronic inflammatory reac-
tion [1]. Its symptoms are varied and unspecific (dysmenorrhea,
dyspareunia, dyschesia, functional urinary symptoms, infertility,
chronic pelvic pain etc.) which leads to a delay in diagnosis, of 6
to 9 years [2−4]. It affects about 10 % of women [5] among which
20% suffer with deep infiltrating endometriosis (DIE) [6]. The
European Society of Human Reproduction and Embryology

(ESHRE) defines DIE as infiltration of endometriotic tissue more
than 5 mm below the peritoneum. Colorectal lesions including
the recto-sigmoid junction and the rectum represent the most
severe forms affecting 5.3 to 12% of patients with DIE. This
pathology concerns a large population of women, most of them
in childbearing age, for whom it becomes essential that our man-
agement improves both in term of painful symptoms and infertil-
ity. Indeed, endometriosis is found in 20 to 50 % of patients
consulting for infertility [6,7] and the spontaneous pregnancy
rate in patients with DIE is between 8.7 to 13%. Surgery appears
to improve the fertility rate in DIE patients for both, spontaneous
pregnancy and IVF [7−10]. However, several surgical techniques
for DIE involving the bowel are described, shaving or resection,
without proven superiority for any of them [3,11]. Removal of
the entire disease area can be done by shaving. In fact, even in
cases of bowel resection, endometriosis can be found in the mar-
gins and as multifocal disease. Philosophy is different from

Abbreviations: AFC, antral follicular count; AMH, anti-Mullerian hormone; ART,
assisted reproductive techniques; DIE, deep infiltrating endometriosis; HAS, Haute
Autorit!e de Sant!e (The French Health Authority); ICSI, intracytoplasmic sperm injec-
tion; IUGR, intrauterine growth retardation; IVF, in vitro fertilization; MFR, monthly
fertility rate; MRI, magnetic resonance imaging; WG, weeks of gestation
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Nerve Anatomy Around Lumbo-aortic Lymphadenectomy by
Retroperitoneal Approach
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ABSTRACT Study Objective: To describe the anatomy of the nerves during a laparoscopic retroperitoneal para-aortic lymphadenec-
tomy with prioritization of their preservation.
Design: Demonstration of a nerve-preserving para-aortic lymphadenectomy.
Setting: A 65-year-old woman with no significant medical history underwent diagnostic laparoscopy for evaluation of a
right ovarian mass. In the absence of peritoneal carcinomatosis, bilateral adnexectomy wasperformed with pathology reveal-
ing a high-grade tubo-ovarian serous carcinoma. In accordance with French Guidelines for management of ovarian cancer,
operative staging including pelvic and para-aortic lymphadenectomy was recommended [1]. Final pathology following stag-
ing surgery was consistent with stage IA high-grade serous ovarian cancer prompting administration of adjuvant chemother-
apy postoperatively.
Interventions: We performed a lumbo-aortic lymphadenectomy with preservation of the following nerves: the superior
hypogastric plexus, the lumbar splanchnic nerves and the sympathetic trunk.
Conclusion: Although there are conflicting data as to the benefit of staging lymphadenectomy in women with presumed
early stage high-grade serous ovarian cancer, current French Guidelines recommend its performance. When doing so, effort
should be made to avoid injury to adjacent normal structures, and in doing so, minimize potential morbidity. The neural
structures preserved in this case are part of the sympathetic contingent and participate in the innervation of the abdomen
and pelvic viscera. The sympathetic contingent is responsible for the vasomotricity but is also involved in the contraction of
the internal genitalia during orgasm and in the inhibition of the peristaltic contractions of the rectum. As such, its preserva-
tion may avoid certain postoperative complaints. When possible to do so without compromising essential elements of a can-
cer surgery, preservation of nerves should be considered. Journal of Minimally Invasive Gynecology (2022) 00, 1−1. ©
2022 AAGL. All rights reserved.

Keywords: Nerves structures; Sympathetic trunk; Superior hypogastric plexus; Lumbar splanchnic nerves
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Letter to the Editor 
Multicentric evaluation of a 3D-printed simulator for 
COVID- 19 nasopharyngeal swab collection in testing 
centers 

In 2021, reliable knowledge of the COVID status of individuals 
became a global public health issue, from an epidemiological point 
of view - to contain the pandemic - but also from an economical 
one, as repeated testings represent a significant financial burden. 
COVID-19 diagnosis replies on RT-qPCR from nasopharyngeal swab 
(NPS) sample, which is considered as the gold standard for testing 
both asymptomatic and symptomatic persons, especially as recent 
studies described up to 46% of false positivity of antigen tests. 1–3 
If NPS were performed by medical staff at the beginning of the 
pandemic, they were rapidly passed on to other providers, some- 
time without any specific training or past experience. This enabled 
widescale upscaling with the retrieval of larger number of sam- 
ples, but the absence of specific training for samplers raised the is- 
sue of sample quality and patients’ acceptance and comfort during 
swabbing. Incorrectly performed, NPS can result in false negatives, 
therefore missing positive patients and detrimentally impacting 
on the pandemic, 4 Furthermore, several oto-rhino-laryngological 
injuries have been reported, including osteo-meningeal breaches 
with cerebrospinal fluid leaks. 5 Thus, poorly implemented swab- 
bing and insufficient anatomical knowledge could have prejudicial 
consequences for patients and public health. 6 Therefore, all studies 
and initiatives aimed at improving the efficiency of tests, making 
them more fluid and limiting the number of false negative/positive 
cases are more than welcome. For instance, Li et al. described a 
very interesting Integrated Mobile Container PCR Laboratory (IM- 
CPL), aimed at reducing unnecessary rapid antigen testing. 7 Their 
IMPCL is a "standard PCR laboratory established inside a walk-in 
container and can be quickly set up at any convenient locations to 
carry out the large-scale diagnostic testing". Similarly, our own ini- 
tiative in this field is a nasopharyngeal sample collection simulator 
(NP-SC), which we designed using a 3D printer, to optimize sample 
quality and decrease procedure-related discomfort. It was created 
to train professional samplers to safely perform NPS with the least 
discomfort for patients, aiming at an optimal swabbing of the area 
with the highest viral concentration. The aim of this study was to 
solicit opinions on our simulator from professional samplers from 
different in testing centers, regarding the realism and utility of this 
simulator for learning and perfecting NPS. 

This nasopharyngeal swab collection (NP-SC) simulator was de- 
signed by BONE 3D (Paris, France). A presentation video is freely 
available online: https://landing.bone3d.com/np-swab-simulator , 
as well as comprehensive 3D files and full instructions for man- 
ufacturing models. 8 A swabbing target on the posterior wall of the 
nasopharynx colors the swab tip if correctly inserted. The simula- 
tors were distributed to different laboratories (one per center). Ex- 
perts professionals samplers from each laboratory, who had carried 

out > 50 NPS, tested the device and provided a written evaluation 
through a questionnaire, divided into three parts: 
• Their swabbing experience and their opinion regarding the util- 

ity of the simulator. 
• The simulator modeling, relevance and use. 
• Experience acquired with the use of such simulator. 

All data collected were processed anonymously. The question- 
naire included a form in which participants confirmed that they 
had no objection to data collection. The study was registered with 
the French National Commission for Information Technology and 
Civil Liberties (CNIL No. 2221408). 

This multicentric study was performed from October to De- 
cember 2020 in 40 certified COVID-19-sampling laboratories. The 
NP-SC simulator was widely appreciated by its users, with a good 
overall rating of 7.9/10: 95% of users (38/40) found it easy to use 
and 85% ( n = 34/40) thought it was realistic. Testers considered 
that this simulator had genuine utility for educational purposes 
(87.5%, 35/40) and 73.7% (28/38) thought that use of this simulator 
could improve their sampling technique. Additionally, 95% (38/40) 
reported that the device made the nasopharyngeal ducts anatomy 
easier to understand and 82% (32/39) estimated that the simula- 
tor, providing an in-real time visualization of the swab progression 
through the nasal cavity fossa, enabled a better understanding of 
how it was possible to go “off track”, therefore improving patients’ 
safety during sampling. The coloring of the swab tip upon correct 
insertion provided users with in-real-time visual feedback regard- 
ing their sampling quality. Therefore, 52.5% (21/40) thought the 
simulator improved their sampling technique and that their sam- 
ples would now be more reliable ( Fig. 1 ). Despite having previous 
swabbing experience ( > 50 NPS), nearly half of the testers (18/40) 
felt more confident after training with the simulator. 

With increasing numbers of COVID-19 cases worldwide, NPS 
sampling has now become a routine procedure, with more than 
1 million RT-qPCR tests carried out monthly in the US. Correct 
sampling is essential to limit false-negative cases, mostly related 
to poorly-performed NPS. In addition to being a financial burden, 
NPS are also not risk-free, especially for unexperienced samplers. 
Francesca et al., 9 highlighted the need for NPS-training on man- 
nequins, resulting in improved swabbing technique and increased 
comfort for patients. Therefore, we developed a 3D-printed na- 
sopharyngeal sample simulator, to train professional samplers per- 
form NPS under the safest possible conditions, with the least dis- 
comfort for patients aiming at an optimal swabbing of the area 
with the highest viral concentration. The simulator, available free- 
of-charge online, is made of a single rigid material, which enables 
highly-realistic and easy printing at low costs by NPS-performers 
all around the world. Experts professional samplers, performing 
dozens of tests day, widely acclaimed the device, judging it easy- 
to use (95%), realistic (85%) and anatomically-accurate (95%). It also 
had genuine utility for educational purposes, making the anatomy 
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a b s t r a c t

Background: Radiological preoperative assessment of endometrial cancer (EC) is in some cases not
precise enough and its performances improvement could lead to a clinical benefit. Radiomics is a recent
field of application of artificial intelligence (AI) in radiology.
Aims: To investigate the contribution of radiomics on the radiological preoperative assessment of pa-
tients with EC; and to establish a simple and reproducible AI Quality Score applicable to Machine
Learning and Deep Learning studies.
Methods: We conducted a systematic review of current literature including original articles that studied
EC through imaging-based AI techniques. Then, we developed a novel Simplified and Reproducible AI
Quality score (SRQS) based on 10 items which ranged to 0 to 20 points in total which focused on clinical
relevance, data collection, model design and statistical analysis. SRQS cut-off was defined at 10/20.
Results: We included 17 articles which studied different radiological parameters such as deep myo-
metrial invasion, lympho-vascular space invasion, lymph nodes involvement, etc. One article was pro-
spective, and the others were retrospective. The predominant technique was magnetic resonance
imaging. Two studies developed Deep Learning models, while the others machine learning ones. We
evaluated each article with SRQS by 2 independent readers. Finally, we kept only 7 high-quality articles
with clinical impact. SRQS was highly reproducible (Kappa ¼ 0.95 IC 95% [0.907e0.988]).
Conclusion: There is currently insufficient evidence on the benefit of radiomics in EC. Nevertheless, this
field is promising for future clinical practice. Quality should be a priority when developing these new
technologies.
© 2021 Elsevier Ltd, BASO ~ The Association for Cancer Surgery, and the European Society of Surgical

Oncology. All rights reserved.

Introduction

Endometrial cancer (EC) is the first diagnosed gynecological
cancer in the United States, accounting approximately 61,880 new
cases and 12,160 deaths in 2019 [1]. Incidence appears to be
increasing due to the population aging and the rise in obesity rates,
two main risk factors of EC [1]. The radiological preoperative
assessment (pelvic magnetic resonance imaging and endometrial
biopsy) aims to stage the disease and evaluate the risk of recur-
rence, and therefore to determine the appropriate therapeutic

management, in particular for lymph node staging during initial
surgery.

However, this preoperative radiological assessment is not pre-
cise enough. Radiological staging may underestimate disease
extension and provide inaccurate assessment of lymph node status.
Moreover, most of the prognostic elements of the International
Federation of Gynecology and Obstetrics (FIGO) classification can
only be obtained after final histological examination of surgical
specimens.

Therefore, surgery remains a key element in the management of
endometrial cancer. Its two main objectives are on one hand to
perform ablation of the primitive tumor, and on the other to pre-
cisely stage the disease and evaluate its prognosis factors. While the* Corresponding author. 1 avenue Moli"ere, 67200, Strasbourg, France.
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Abstract
Introduction Testing for COVID-19 is a cornerstone of pandemic control. If conducted inappropriately, nasopharyngeal 
swab collection can be painful and preanalytical sample collection errors may lead to false negative results. Our objective 
was to develop a realistic and easily available synthetic simulator for nasopharyngeal swab collection.
Materials and methods The nasopharyngeal swab collection simulator was designed through different development steps: 
segmentation, computer-aided design (CAD), and 3D printing. The model was 3D printed using PolyJet technology, which 
allows multi-material printing using hard and soft materials.
Results The simulator splits in the parasagittal plane close to the septum to allow better visualization and understanding of 
nasal cavity landmarks. The model is able to simulate the softness and texture of different structural elements. The simulator 
allows the user to conduct realistic nasopharyngeal swab collection. A colored pad on the posterior wall of the nasopharynx 
provides real-time feedback to the user. The simulator also permits incorrect swab insertion, which is of obvious benefit from 
a training perspective. Comprehensive 3D files for printing and full instructions for manufacturing the simulator is freely 
available online via an open access link.
Conclusion  In the context of the COVID-19 pandemic, we developed a nasopharyngeal swab collection simulator which 
can be produced by 3D printing via an open access link, which offers complete operating instructions.

Keywords Coronavirus · COVID-19 · Nasopharyngeal swab collection · Simulator · Training

Introduction

Testing for COVID-19 is a cornerstone of pandemic control 
all over the world, since it allows better follow-up of the 
outbreak, isolation of those who test positive, and contact 
tracing [1]. The number of SARS-CoV-2 tests performed 
daily in the United States has dramatically increased to 
800,000–1,000,000 at the beginning of October, and a 
total of more than 100 million tests have been carried out 
since the epidemic began [2]. Dedicated clinical test sites 
have begun to spring up such as drive-through test cent-
ers. Finally, there is increased availability of testing, with 
expanding numbers and types of health care providers who 
conduct these tests.

For initial diagnostic testing for SARS-CoV-2, the 
recommendation of the Centers for Disease Control and 
Prevention (CDC), in their latest interim guidelines, is 
to collect and test an upper respiratory specimen. Naso-
pharyngeal swab collection (NP-SC) can be performed 
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         Massimo Lodi           

Impact clinique de l’expression de STARD3 dans le cancer du 
sein HER2-positif chez la femme 

 

Les cancers du sein HER2+ sont caractérisés par l’amplification et la surexpression d’HER2. 
Ce sous-groupe a un pronostic défavorable et nécessite un traitement spécifique ciblant HER2. Le 
laboratoire dans lequel j’ai réalisé ma thèse a identifié le gène STARD3 (StAR-related lipid transfer 
Domain protein 3), co-amplifié et co-exprimé avec HER2. Les données in vitro suggèrent que 
STARD3, une protéine impliquée dans le transport intracellulaire du cholestérol, joue un rôle 
unique dans la biologie des cellules cancéreuses HER2+. L'objectif de mon travail de thèse était 
d'examiner la valeur pronostique et prédictive de l'expression de la protéine STARD3 sur la réponse 
thérapeutique au traitement néoadjuvant dans le cancer du sein HER2-positif. Les résultats 
montrent que la détermination du statut de surexpression de STARD3 sur les biopsies initiales des 
tumeurs HER2+ permet de distinguer de manière performante un sous-groupe de patientes non 
sensibles à la thérapie néoadjuvante conventionnelle. Nous avons également observé que le 
pronostic n’est pas différent selon ce statut et qu’il dépend de l’expression d’HER2. Par ailleurs, 
nous avons observé que l’expression de STARD3 est corrélée à l’amplification d’HER2 dans les cas 
intermédiaires à l’immunohistochimie. L’identification des patientes non-répondeuses pourrait 
permettre de proposer un protocole alternatif, incluant par exemple des traitements anti HER2 de 
nouvelle génération. L’utilisation de STARD3 comme biomarqueur tissulaire serait une valeur 
ajoutée pour la prise en charge des patients HER2+. Enfin, STARD3 représente une vulnératibilité 
et donc une cible thérapeutique potentielle des cancers HER2+. 
 
Mots-clés : cancer du sein, HER2, STARD3, biomarqueur prédictif, médecine personnalisée, 
traitement systémique néoadjuvant, réponse histologique complète 
 
 

HER2+ breast cancers are characterized by HER2 amplification and overexpression. This 
subgroup has a poor prognosis and requires specific treatment targeting HER2. The laboratory 
where I did my thesis identified the STARD3 (StAR-related lipid transfer Domain protein 3) gene, 
co-amplified and co-expressed with HER2. In vitro data suggest that STARD3, a protein involved 
in intracellular cholesterol transport, plays a unique role in HER2+ cancer cell biology. The 
objective of my thesis work was to examine the prognostic and predictive value of STARD3 protein 
expression on therapeutic response to neoadjuvant therapy in HER2-positive breast cancer. The 
results showed that determination of STARD3 overexpression status on initial biopsies of HER2+ 
tumors could efficiently distinguish a subgroup of patients not responsive to conventional 
neoadjuvant therapy. We also observed that prognosis is not different according to this status and 
is dependent on HER2 expression. Furthermore, we observed that STARD3 expression correlated 
with HER2 amplification in intermediate cases on immunohistochemistry. The identification of 
non-responders could allow us to propose an alternative protocol, including for example new 
generation anti HER2 treatments. The use of STARD3 as a tissue biomarker would be an added 
value for the management of HER2+ patients. Finally, STARD3 represents a vulnerability and 
therefore a potential therapeutic target for HER2+ cancers. 
 
Keywords: breast cancer, HER2, STARD3, predictive biomarker, personalized medicine, 
neoadjuvant systemic therapy, histological complete response 




