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I. Généralités  
 

 Le cancer du sein est le cancer le plus fréquent chez la femme dans le monde. 

L’incidence mondiale rapportée par l’Organisation Mondiale de la Santé est de plus de 2 

millions de nouveaux cas en 2018. D’après les dernières données publiées par l’INCA en 2018, 

elle a presque doublé en France durant les 30 dernières années (+ 0,6% par an entre 2010 et 

2018) (Figure 1).  

 

 
Figure 1. Nombre estimé de cas incidents de cancer dans le monde chez la femme en 2020 

selon l’OMS. 
 

C’est un cancer classiquement décrit comme de bon pronostic avec une survie globale 

stable de l’ordre de 87% à 5 ans et de 76% à 10 ans. Cela s’explique par la généralisation du 

dépistage organisé, qui associe examen clinique (palpation mammaire et des aires 

ganglionnaires) et imagerie tous les deux ans dès l’âge de 50 ans en France. La mammographie 

permet la réalisation de la classification BI-RADS validée par l’American College of Radiology 

(ACR) en six catégories (ACR 0 à ACR 5) adaptée par l’ANAES en 2002. Les principaux facteurs 

de risque connus sont le facteur génétique (présence de mutations constitutionnelles des 

gènes de prédisposition BRCA1, BRCA2 et/ou PALB2) et le facteur hormonal (exposition 

œstrogénique prolongée : absence de grossesse, grossesse tardive, absence d’allaitement, 

premières règles précoces, ménopause tardive, traitement hormonal substitutif...).  

 

 L’arsenal thérapeutique du cancer du sein est en constante évolution et se base sur le 

stade de la maladie (précoce ou tardif) et les caractéristiques histo-pronostiques de la tumeur. 
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Le schéma thérapeutique est discuté en réunion de concertation pluridisciplinaire (RCP) 

(Figure 2). 

En cas de diagnostic à la phase précoce, le traitement repose sur une chirurgie 

première (conservatrice ou non) avec technique du ganglion sentinelle (exérèse du premier 

relais ganglionnaire sur l’aire de drainage lymphatique) suivi d’un traitement adjuvant selon 

l’analyse anatomopathologique (radiothérapie, chimiothérapie à base d’anthracyclines et de 

taxanes, hormonothérapie en cas de cancer RH -récepteurs hormonaux- positifs et thérapie 

ciblée anti-HER2 en cas de cancer HER2 -Human Epidermal Growth Factor Receptor 2- 

amplifié). Un curage axillaire peut compléter le geste en cas de ganglion sentinelle positif. Un 

traitement systémique néo-adjuvant (chimiothérapie et/ou hormonothérapie) peut précéder 

la chirurgie en cas de tumeur très volumineuse et/ou de cancer inflammatoire afin de réduire 

le volume tumoral. 

En cas de diagnostic à la phase métastatique, un traitement médical sera effectué en 

première intention, se basant sur les mêmes caractéristiques clinico-biologiques de la 

tumeur (statuts RH et HER2), possiblement associé à des traitements loco-régionaux des 

métastases selon leur site (radiothérapie, notamment cérébrale et osseuse).  

 

 
Figure 2. Grands principes de prise en charge thérapeutique du cancer du sein selon l’HAS 

(Guide ALD 30 Janvier 2010) 
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Thérapies ciblées anti-HER2 

 

 Les carcinomes mammaires surexprimant la protéine HER2 peuvent bénéficier d’une 

thérapie ciblée anti-HER2, ce qui a significativement amélioré leur pronostic et leur survie. Ce 

traitement dure 1 an pour les stades localisés et jusqu’à progression pour les stades 

métastatiques. Le chef de fil est le Trastuzumab et correspond à un anticorps monoclonal 

humanisé ciblant le domaine extracellulaire de HER2. Son utilité en situation adjuvante et néo-

adjuvante a été prouvé lors de nombreux essais cliniques et permet une diminution du risque 

de récidive et de décès (augmentation du taux de réponse pathologique complète (pCR – 

pathological complete response) en situation néo-adjuvante ; amélioration significative des 

taux de survie sans récidive et diminution du risque de décès en situation adjuvante). 

Des mécanismes de résistance ou d’échappement au traitement peuvent également survenir, 

ayant accéléré le développement d’autres molécules, notamment le Lapatinib (inhibiteur 

réversible de tyrosine kinase), le Pertuzumab (anticorps monoclonal humanisé utilisé en 

situation adjuvante puis néoadjuvante), le TDM-1 (anticorps conjugué Trastuzumab-

Emtansine)... 

 

II. Diagnostic 
 

 Dès lors qu’une suspicion de malignité est établie (lésion classée ACR4 ou 5), l’examen 

anatomopathologique par microbiopsie sous échographie est obligatoire afin d’obtenir une 

preuve histologique. En cas de cancer du sein, il convient d’apprécier les premiers éléments 

histo-pronostiques permettant de définir la prise en charge thérapeutique et théranostique, 

en tenant compte de données morphologiques, phénotypiques (immunohistochimiques) et 

moléculaires. 

 

Critères morphologiques :  

 Grade SBR - Scarff Bloom Richardson - modifié par Elston et Ellis  

Le grade est un élément histopronostique important et comprend trois items : 

différenciation glandulaire, pléomorphisme nucléaire et compte mitotique sur 10 champs à 

fort grossissement (x400). Le score final permet de définir trois grades (I, II et III). L’index 

mitotique (nombre de mitoses /mm2) constitue à lui seul un facteur de mauvais pronostic en 

cas de chiffre élevé et un facteur prédictif de bonne réponse au traitement adjuvant et néo-

adjuvant (notamment par chimiothérapie). 
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 Statut TNM  

Il est défini par l’AJCC (American Joint Commission of Cancer)/UICC (Union for 

International Cancer Control) dont la dernière version date de 2017 (8ème édition). Il 

comprend la taille tumorale T (corrélée à l’envahissement ganglionnaire et la survie globale), 

le statut ganglionnaire N (ganglion sentinelle ou curage) et la présence de métastase à 

distance M. La présence d’un envahissement ganglionnaire représente un facteur pronostique 

pur étudié par de nombreuses équipes et est associée à une diminution importante de la 

survie globale à 10 ans. Toutefois, le caractère péjoratif de cellules tumorales isolées classées 

pN0i+ (définies par la présence de cellules tumorales isolées ou de clusters < 0.2 mm de grand 

axe) et de micro-métastases classées pN1mi (définie par la présence d’une métastase > 0.2 

mm et < 2.0 mm) n’est cependant pas encore clairement établi (1).  

 Sous-type histologique 

Il existe plusieurs sous-types de carcinomes mammaires infiltrants décrits dans la 5ème 

édition de la classification OMS. Cette diversité conditionne en partie le pronostic par la 

présence de types histologiques classiquement de très bon pronostic (Exemple : carcinome 

tubuleux ; carcinome métaplasique adéno-squameux de bas grade…) ou de mauvais pronostic 

(Exemple : carcinome métaplasique à cellules fusiformes de haut grade ; carcinome 

métaplasique avec différenciation mésenchymateuse hétérologue…). Le sous-type 

histologique le plus fréquent est le carcinome de type non spécifique (invasive carcinoma of 

no special type, anciennement canalaire ou NST), représentant 80% des carcinomes 

mammaires. 

D’autres critères sont pris en compte comme la présence d’une composante 

intracanalaire extensive (= présence de plus de 25% de carcinome in situ constituant un 

facteur de mauvais pronostic) ; la présence d’embole vasculaire néoplasique (facteur de 

récidive locale et de rechute métastatique associé à une baisse de la survie globale) ; une 

atteinte des berges d’exérèse chirurgicale ; la quantification des TILs (= pourcentage de 

lymphocytes intra-tumoraux (2), reflet de la réponse immune de l’hôte qui serait un facteur 

de meilleur pronostic en cas de pourcentage élevé, notamment dans les carcinomes triple-

négatifs et HER2 positifs mais dont la valeur pronostique reste encore à déterminer (Figure 3).  
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Figure 3. Exemples d’infiltrat pauvre en TILs (A) et riche en TILs (B) 
 

Critères immunohistochimiques :  

 Statut des récepteurs hormonaux RH (à l’œstrogène RE / RO et à la progestérone RP)  

Il permet de prédire la sensibilité de la tumeur à l’hormonothérapie, en particulier pour 

les RO et induit une diminution du risque de rechute métastatique et de décès. Il doit être 

réalisé en routine sur la composante carcinomateuse infiltrante et selon une appréciation 

semi-quantitative. L’analyse correspond au nombre de cellules carcinomateuses positives sur 

le nombre de cellules carcinomateuses total s’exprimant en % et intensité de marquage. Est 

considéré comme positif en France tout marquage nucléaire ≥ 10% quelle que soit son 

intensité.  

 Index de prolifération par le Ki67 (ou Mib1) 

Il correspond à un marquage nucléaire des cellules entrées dans le cycle cellulaire 

(phases G1-S-G2-M) et est décrit comme valeur pronostique dans les carcinomes mammaires. 

La détermination de cet index s’effectue par le décompte du % de cellules tumorales 

marquées (appréciation globale), quelque soit l’intensité du marquage. 

 Statut d’amplification de HER2  

La détermination du statut HER2 permet de prédire la sensibilité à une thérapie ciblée 

anti-HER2 et sera développée ci-dessous. 

 

III. HER2 (Human Epidermal Growth Factor Receptor 2) 
  

 HER2/neu, également nommé c-erbb2/neu, est un proto-oncogène localisé sur le bras 

long du chromosome 17 (17q12), codant une glycoprotéine transmembranaire à activité 

tyrosine-kinase de la famille des EGF (récepteur du facteur de croissance épidermique 

humain), nommée HER2 elle aussi. Elle est formée d’un domaine N-terminal extracellulaire 

permettant la fixation de ligand et d’un domaine C-terminal intracellulaire portant l’activité 
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tyrosine-kinase. A l’état basal, le récepteur HER2 est monomérique et est exprimé à la surface 

cellulaire.  

 Au sein de la famille HER (HER1 à 4), la fixation d’un ligand sur le domaine 

extracellulaire entraine une hétérodimérisation du récepteur stimulant son activité tyrosine-

kinase intracellulaire. Il s’en suit une auto-phosphorylation des résidus tyrosines permettant 

la transduction du signal aux voies de signalisation intracellulaires sous-jacentes (voies MAPK 

-Mitogen activated protein- et PI3K -Phosphatidylinositol 3 kinase-). Selon le ligand fixé, 

certaines protéines seront recrutées préférentiellement à d’autres et activeront l’une ou 

l’autre des deux voies. 

 HER2 ne possède pas de ligand spécifique. Son activation constitutionnelle se fait grâce 

aux autres récepteurs de la famille des EGF, par hétérodimérisation avec une affinité 

préférentielle pour HER3 (ne possédant pas de domaine tyrosine kinase) ou par 

homodimérisation permettant une auto-phosphorylation du domaine kinase intracellulaire au 

niveau du résidu tyrosine. Dans les carcinomes mammaires, HER2 peut être surexprimé à la 

surface cellulaire. Cette surexpression est le plus souvent due à une amplification génique 

(95% des cas) induisant une augmentation du nombre de copies et donc une surexpression 

détectable de la protéine HER2 par des techniques immunohistochimiques.  

 

 La détermination du statut d’amplification génique de HER2 est obligatoire pour tous 

carcinomes mammaires invasifs et constitue un prérequis essentiel à la décision 

thérapeutique (facteur prédictif de réponse aux thérapies ciblées anti-HER2). Elle représente 

15 à 20% des cancers du sein invasifs. La présence d’une amplification du proto-oncogène 

HER2 est également un facteur prédictif de moins bonne réponse à l’hormonothérapie et à la 

chimiothérapie du fait d’une chimiorésistance relative qui reste controversée à l’heure 

actuelle. Sa recherche suit les recommandations américaines élaborées par l’ASCO (American 

Society of Clinical Oncology) et le CAP (College of American Pathologists) de 2013 actualisées 

en 2018 (référence ASCO/CAP). Elle est réalisée par techniques immunohistochimiques et/ou 

par hybridation in situ. 

 L’immunohistochimie (IHC) permet la détection de la surexpression protéique de HER2 

sur coupes tissulaires fixées FFPE (formalin-fixed paraffin-embedded), facilement réalisable 

en routine. La quantification se fait par la présence, au sein de la composante infiltrante, d’un 

marquage membranaire complet (en % de cellules tumorales marquées par rapport au 
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nombre de cellules carcinomateuses total) et par intensité de marquage (0+ à 3+) (Figures 4 

et 5).  

 
HER2 score 3+   HER2 score 2+   HER2 score 1+  HER2 score 0+  

Figure 4. Exemples de marquages immunohistochimiques issus du recueil de patients (CGFL) 

 

 
Figure 5. Algorithme d’évaluation de l’expression protéique de HER2 par immunohistochimie 

selon Wolff.  
Figure issue de l’article de Wolff et al. Human Epidermal Growth Factor Receptor 2 testing in breast cancer. 

ASCO/CAP clinical practice guideline focused update. J Clin Oncol. 2018 Jul 10;36(20):2105-2122 

 

 L’hybridation in situ par fluorescence (FISH) permet la détection d’une amplification 

génique de HER2 via la localisation d’aberrations chromosomiques dans le noyau cellulaire. 

Elle peut s’effectuer sur coupes tissulaires ou congelées et nécessite une bonne maîtrise des 

phases pré-analytique et analytique (notamment de digestion tissulaire permettant de rendre 

accessible à la sonde le noyau et les acides nucléiques des cellules tumorales). Elle permet de 

quantifier, sur au minimum 40 noyaux tumoraux en métaphase ou en interphase (3), le 

nombre de copies du gène HER2 par rapport au nombre de copies du centromère du 

chromosome 17 (CEP17) grâce à l’aide de deux sondes fluorescentes spécifiques distinctes 

(Figures 6 et 7). Cette technique permet, dans la majorité des cas, de différencier les vraies 

amplifications des polysomies du chromosome 17, les seules exceptions étant la présence de 

gains ou amplifications de la région centromérique du chromosome 17. Malgré l’utilisation de 

l’IHC en 1ère intention, la FISH est considérée comme le Gold Standard.  
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Figure 6. Exemples d’images de FISH HER2 issus du recueil de patients (CGFL), sans 

amplification (A) et avec amplification (B)  
 

 
Figure 7. Algorithme d’évaluation de l’expression protéique de HER2 par hybridation in situ 

selon Wolff.  
Figure issue de l’article de Wolff et al. Human Epidermal Growth Factor Receptor 2 testing in breast cancer. 

ASCO/CAP clinical practice guideline focused update. J Clin Oncol. 2018 Jul 10;36(20):2105-2122 

 

 Au total, l’amplification d’HER2 est définie en cas de marquage IHC 3+ ou 2+ avec 

amplification en hybridation in situ. Ces seuls carcinomes peuvent actuellement bénéficier de 

thérapies ciblées anti-HER2 en routine. 

 

IV. Principales voies moléculaires de signalisation intracellulaire dans le cancer du 
sein 
  

 Le cancer du sein est une maladie hétérogène d’un point de vue moléculaire, 

comportant des expressions géniques variées qui influencent son comportement et son 

pronostic. Une classification intrinsèque des principales signatures moléculaires sur un panel 

de 50 gènes (PAM50) est actuellement utilisée et comprend 5 groupes : 

- Luminal A : RH+, HER2- et Ki67 faible  

- Luminal B : RH+, HER2+/- et Ki67 variable  
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- HER2 enrichi : RH-, HER2+  

- « Basal-like » : RH-, HER2-  

- « Normal breast-like » 

HER2 conditionne trois voies de signalisation moléculaires principales : PI3K-AKT, MAPK et 

JAK-STAT (Figure 8). 

 

 
Figure 8. Activation des trois principales voies moléculaires en aval de HER2 et thérapies 

ciblées anti-HER2 selon Marchio. 
Figure issue de l’article de Marchio et al. Evolving concepts in HER2 evaluation in breast cancer: Heterogeneity, 

HER2-low carcinomas and beyond. Seminars in Cancer Biology. 2021 Jul;72:123–35 

 

Voie moléculaire PI3K-AKT 

 

 La voie de signalisation PI3K-AKT est une des principales voies activées dans la 

carcinogénèse mammaire (70% des cancers du sein) et permet la régulation du cycle cellulaire 

en interagissant sur de multiples fonctions cellulaires (métabolisme cellulaire, stimulation de 

la prolifération tumorale, inhibition de l’apoptose). Elle est composée de deux protéines clés : 

PI3K et AKT. Elle peut être altérée via différents mécanismes dont les altérations génétiques 

suivantes sont les plus fréquemment rapportées : mutations activatrices de PIK3CA et/ou de 

AKT1, mutations perte de fonction de PTEN et amplification de HER2. 

 

 PI3K est une protéine lipide-kinase hétérodimérique formant une famille divisée en 

trois grandes classes (I à III) selon leur structure, leur mécanisme d’action et leur fonction. La 
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classe IA est la plus étudiée et est constituée d’une sous-unité régulatrice p85 (p85α, p85β, 

p55α, p50α et p55γ) et d’une sous-unité catalytique p110 (p110α, p110β et p110δ). La 

dimérisation d’HER2 en surface de la cellule entraine le recrutement d’une PI3K de classe IA à 

la membrane plasmique et active la sous-unité régulatrice p85α (via une liaison directe à ses 

résidus tyrosines) qui modifie alors sa conformation tridimensionnelle pour phosphoryler PIP2 

(phosphatidylinositol 4,5 diphosphate) en PIP3 (phosphatidylinositol 3,4,5 triphosphate). PIP3 

fournit alors un site de fixation à la protéine AKT qui est à son tour phosphorylée et activée. 

Le gène PIK3CA code la sous-unité catalytique p110α de PI3K et présente une mutation 

survenant tôt dans la carcinogénèse dans 20 à 40% des cancers du sein invasifs (4,5). Ces 

mutations somatiques surviennent classiquement au sein de trois « hotspots », situés dans les 

exons 9 (codant le domaine hélicoïdal avec E542K et E545K) et 20 (codant le domaine 

catalytique avec H1047R).  

Une revue de la littérature a permis de mettre en avant les caractéristiques 

pronostiques de ces mutations qui présentent une tendance des carcinomes PIK3CA mutés à 

être majoritairement : 

 De phénotype RH positif (6–16) et HER2 négatif (9,13,14,16,17), 

 De grade histopronostique SBR modifié par Elston et Ellis faible (9,18–20), 

 De survenue à un âge avancé (9), 

 De petite taille (14,20), 

 D’index de prolifération Ki67 bas (17,20), 

 De meilleure survie (9,21) associée à un délai entre la tumeur primitive et l’apparition de 

métastase allongé, majorée en cas de mutations sur l’exon 9 (22). 

L’ensemble de ces données contribue à la notion de facteur protecteur des mutations du gène 

PIK3CA, apparaissant comme un facteur pronostique favorable, confirmé par de nombreuses 

méta-analyses (20,23–25). 

Toutefois, d’autres études montrent des résultats contradictoires et lient les mutations 

PIK3CA à un mauvais pronostic (8,26–29). On retrouve dans ces séries des associations 

significatives avec des facteurs d’agressivité tels qu’un grade SBR modifié par Elston et Ellis 

élevé (28), un index Ki67 fort (28), un statut N+ (6,28), la présence d’emboles vasculaires 

néoplasiques (28) et une taille tumorale augmentée (8,19,28), présentant la mutation PIK3CA 

cette fois-ci comme un facteur de progression. D’autres études mettent en évidence une 

relation entre les mutations PIK3CA et la surexpression de HER2 (6,10,28,30) ou l’absence 

d’association significative (4,7,8,22). Les données concernant la survie sont également 
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variables entre les équipes avec des résultats montrant des survies sans récidive 

significativement moins longues en cas de mutation (8,28). 

D’autres auteurs ne retrouvent pas de lien significatif entre la présence d’une mutation 

PIK3CA et le pronostic (4,7,10,12,22), notamment avec la taille tumorale (6), le statut 

ganglionnaire (8), le grade histologique, l’âge (8) ou encore la survie sans récidive et globale 

(6) et ne considère pas la présence de la mutation comme un facteur pronostique indépendant 

valable.  

 

 AKT est une protéine sérine/thréonine kinase qui, activée par PIP3, va permettre le 

déclenchement d’une cascade protéique impliquée dans le recrutement membranaire et la 

progression tumorale (activation de la sérine/thréonine kinase mTOR, de la protéine pro-

apoptotique Bad, de la protéine kinase GSK3β...). AKT va être transloqué en intra-nucléaire 

pour phosphoryler les substrats en aval. Il existe trois isoformes de la protéine AKT (AKT1, 2 

et 3) intervenant souvent de façon collégiale. L’isoforme principale est AKT1, connue pour être 

plus spécifiquement impliquée dans la prolifération cellulaire (via le recrutement de protéines 

du cycle cellulaires telles que p21, p27 et cyclineD1), la diminution de l’apoptose (via p53) et 

pour son rôle anti-métastatique par régulation des mécanismes de migration cellulaire (via 

TSC2, palladin, EMT-protein…) (31). Elle intervient majoritairement dans le cancer du sein et 

possède deux sites de phosphorylation nécessaires à son activation : la sérine 473 (Ser473) et 

la thréonine 308 (Thr308). Cette activation peut se faire par recrutement via la 

phosphorylation PIP3, par mutation E17K du gène AKT (évènement rare : 1 à 4% des cancers 

du sein) ou par mutation perte de fonction du gène suppresseur de tumeur PTEN 

(phosphatase and tensin homolog deleted from chromosome ten).  

Les mutations AKT1 étant rare et souvent associée aux mutations PIK3CA et PTEN 

(facteurs de confusion), cela affecte la significativité pronostique de la plupart des résultats 

des études s’y étant intéressé. Malgré tout, d’après les données existantes, les mutations 

AKT1 seraient associées à un moins bon pronostic (26,31) avec une survie globale et sans 

récidive plus courte que les carcinomes non mutés AKT1 (32) ; résultat non retrouvé par 

d’autres études (33,34). Cette valeur pronostique péjorative serait en partie justifiée par des 

index de prolifération Ki67 élevés et par une résistance à l’hormonothérapie, aux thérapies 

ciblées et à la chimiothérapie (26,33,34). Toutefois, elles semblent de façon contradictoire 

être associées à un statut hormonal positif (9,10,34), facteur habituellement de bon pronostic. 
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Il n’a pas été mis en évidence de lien statistique significatif pour l’âge, la taille tumorale et le 

statut ganglionnaire.  

 

 L’activation de la voie PI3K-AKT est inhibée par la protéine PTEN qui présente une 

activité lipide-phosphatase capable d’hydrolyser PIP3 en PIP2 et donc d’agir comme 

rétrocontrôle négatif. Il s’agit d’un gène suppresseur de tumeur situé sur le bras long du 

chromosome 10 (10q23.3), codant la protéine PTEN dont le rôle dans la stabilité du génome 

a largement été démontré. Les pertes de fonction par mutations somatiques, délétions ou 

hyperméthylations de son promoteur induisent son inactivation (inhibition de son rôle 

suppresseur de tumeur) conduisant à une accumulation du substrat PIP3 et une activation des 

composants en aval de la voie PI3K-AKT. Les données de la littérature concernant leur 

prévalence sont très variables, allant de 4 à 63% des carcinomes infiltrants. Elles induisent une 

stimulation du développement tumoral ainsi qu’un comportement plus agressif avec un 

envahissement ganglionnaire fréquent (35–37). Le rôle de la perte de PTEN sur la survie reste 

controversé avec des survies sans récidive et globale diminuées (36) ou non significatives (35). 

Toutefois, peu d’études ont étudié cette voie de signalisation et les altérations de PTEN en 

fonction du taux d’amplification HER2.  

 

Analyse transcriptomique de la voie PI3K-AKT 

 

La présence de mutations sur la voie PI3K-AKT (mutations PIK3CA, mutations AKT1, 

mutations PTEN) est décrite dans la littérature comme activatrice au niveau transcriptomique 

(observée par séquençage de l’ARN) (10,19). Plus un carcinome présenterait de mutations au 

sein de cette voie moléculaire, plus il l’activerait. L’activation de la voie PI3K-AKT 

secondairement à une mutation PIK3CA serait liée à une moins bonne survie globale du fait 

de l’apparition d’une résistance aux thérapies ciblées anti-HER2 (38). De plus, ces mutations 

sont également retrouvées dans les carcinomes RH- et HER2 non amplifiés ce qui signifie 

qu’elles activent la voie PI3K-AKT de façon indépendante des statuts hormonaux et 

d’amplification de HER2 (4). Cependant, d’autres études ne retrouvent pas de corrélation 

entre la présence d’une mutation PIK3CA et l’expression ARNm de la voie PI3K-AKT (39).  

Le séquençage de l’ARN permet de quantifier l’expression protéique afin de voir si la 

présence d’une mutation est réellement exprimée dans le transcriptome de la cellule par la 

suite. En effet, l’expression d’un gène au niveau transcriptomique ne sous-entend pas 

obligatoirement la présence d’une mutation associée et inversement, une mutation n’est pas 
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obligatoirement exprimée au niveau protéique et donc sans impact au niveau cellulaire, ce qui 

représente une complexité biologique supplémentaire. Par exemple, les niveaux d’expression 

d’ARN liés à PTEN, AKT1 et mTOR ne sont pas corrélés à la présence des mutations 

correspondantes dans la série de Kolodziej et al. (40) mais dépendent principalement du statut 

d’amplification HER2 et du grade histo-pronostique SBR modifié par Elston et Ellis. De plus, un 

même phénotype peut résulter de la présence de mutations différentes activant la même voie 

biologique ce qui permettrait de classer différentes tumeurs et mutations au sein d’une même 

catégorie du fait d’une expression génique similaire et sensible aux mêmes thérapeutiques 

(41).  

 

Enjeu thérapeutique 

 

L’activation de la voie de signalisation PI3K-AKT a été décrite comme conduisant à une 

résistance secondaire à la chimiothérapie, à l’hormonothérapie (26,34,42) et aux thérapies 

ciblées anti-HER2 (43–45). Cette voie constitue une cible attractive pour le développement de 

traitements inhibiteurs spécifiques à chaque étape, seuls ou en association : anti-PI3K ou PI3K 

inhibiteurs, mTOR inhibiteurs, AKT inhibiteurs, inhibiteurs spécifiques de tyrosine kinases… 

(46) qui devraient participer à rétablir la sensibilité des cellules tumorales à ces traitements et 

ainsi améliorer le pronostic de ces carcinomes (27). Cela fait actuellement l’objet de nombreux 

essais cliniques en cours (Figure 9). En effet, l’étude BELLE-2 montre une amélioration de 

l’efficacité du traitement associant un inhibiteur pan-PI3K (Buparlisib) et le Fulvestrant (anti-

oestrogénique) par rapport au Fulvestrant seul. Par ailleurs, les inhibiteurs sélectifs anti-p110α 

de PI3K semblent montrer une certaine efficacité en cas de mutation H1047R (étude SOLAR-

1 : qui a étudié deux groupes de patients Fulvestrant + placebo et Fulvestrant + alpelisib et a 

montré que la survie était plus élevé en cas de mutations PIK3CA traitée par Fulvestrant + 

alpelisib, validant ainsi la mutation PIK3CA comme biomarqueur de thérapies ciblées) et 

l’association d’un inhibiteur sélectif de mTOR (Everolimus) avec l’Exémestane (inhibiteur non 

stéroïdien de l’aromatase) chez des patients métastatiques RE+ HER2- semble améliorer de 

façon significative la survie sans progression (essai BOLERO-2). Plus récemment, l’utilisation 

d’un pan-PI3K (inhibiteurs des 4 isoformes de la classe I des PI3K (α à δ)) augmenterait la survie 

sans récidive (47,48) et la prescription d’anti-α PI3K, spécifiques de l’isoforme α (alpelisib, 

taselisib) (49) ou d’inhibiteurs AKT (pan ou anti-AKT1) pourrait également être intéressante 

dans le but de restaurer la sensibilité à l’hormonothérapie. Dans la revue de la littérature 

menée par Mollon et al. (48), il est mis en évidence une amélioration du pronostic des 
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carcinomes mutés PIK3CA en termes de survie sans progression en cas d’association 

thérapeutique comportant une hormonothérapie et un inhibiteur de tyrosine kinase ciblant 

PI3K. D’ailleurs, la survie sans progression, initialement meilleure chez les patientes non mutés 

PIK3CA, devient de nouveau supérieure chez les patientes PIK3CA mutées qui ont ce double 

traitement par rapport aux patientes sans mutation. Les études vont dans le même sens pour 

les carcinomes HER2+ qui présentent des mutations sur cette voie en cas d’association d’une 

thérapie ciblée anti-HER2 à un traitement inhibiteur de la voie.  

De ce fait, la détection de mutations actionnables de PIK3CA et/ou AKT1 (traitements 

existants ou éligibilité à des essais cliniques) par séquençage de l’ADN prend de plus en plus 

d’importance chez des patients en échappement avec évolution métastatique malgré un 

traitement de première ligne bien mené. Cela permet à la fois d’expliquer les évolutions et 

progressions métastatiques sur le plan moléculaire et de rechercher des pistes en seconde ou 

troisième ligne thérapeutique chez ces patients au stade avancé afin de personnaliser le 

monitoring thérapeutique (16,41). 

 

 
Figure 9. Ciblage de la voie de signalisation PI3K avec des traitements inhibiteurs selon 

Lorusso. 
Figure issue de l’article de Lorusso et al. Inhibition of the PI3K AKT mTOR Pathway in Solid Tumors JCO. 2016 Nov 

1;34(31):3803–15 

 

Voie moléculaire MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinases) 

 

La voie de signalisation intracellulaire des MAPK est fréquemment altérée dans la 

carcinogénèse mammaire et est impliquée dans la transduction du signal de la prolifération 
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cellulaire et l’apoptose. La séquence de transduction du signal est activée par la fixation d’un 

ligand et utilise une cascade de kinases. La cascade amplifie le signal à chaque nouvelle kinase 

activée et est constituée de trois protéines analogues : MAPKKK, MAPKK et MAPK (MAP kinase 

kinase kinase, MAP kinase kinase et MAP kinase). L’activation de la voie se fait obligatoirement 

par double phosphorylation sur des sites proches du site catalytique : MAPKKK phosphoryle 

MAPKK sur deux résidus sérines et MAPKK phosphoryle MAPK sur un résidu thréonine et un 

résidu tyrosine. L’effet biologique fonctionne comme un interrupteur on/off. Un signal 

insuffisant pour phosphoryler les deux sites n’est pas transduit, ayant pour conséquence 

l’arrêt complet du mécanisme intracellulaire. Il existe trois cascades moléculaires principales 

au sein de cette voie :  

 La première implique Raf-1 puis MEK-1 et 2 et ERK-1 et 2 et constitue la voie la plus fréquente 

dans le cancer du sein. Le récepteur de surface peut s’autophosphoryler et changer de 

conformation tridimensionnelle ce qui active les kinases d’aval : SH2, SH3, PTB… L’ensemble 

aboutit à l’activation de Raf et de son isoforme Raf-1, qui phosphoryle MEK-1 et 2 ce qui 

stimule leur activité kinase à leur tour. MEK ainsi activé peut phosphoryler ERK-1 et 2 sur des 

résidus thréonine et tyrosine. Cependant, AKT est capable d’inhiber Raf-1 par 

phosphorylation, agissant comme rétrocontrôle négatif. 

 La seconde concerne la voie JNK/SAPK (c-Jun N-terminal kinase/stress activated protein 

kinase). 

 La troisième intéresse la voie des p38 MAP kinase. 

Ces deux dernières voies sont marginales dans le cancer du sein et ne seront pas développées. 

L’ensemble peut être activé par les œstrogènes notamment dans les carcinomes RH+ qui 

stimulent la prolifération cellulaire via des facteurs de croissance (TGF, IGF-1) qui 

augmentent le taux de MAP kinases par voie génomique ou via d’autres facteurs et processus 

cellulaires qui activent de façon indirecte les MAP kinases (voie non génomique). Cette voie 

peut également être activée par l’hyperexpression de HER2 qui induit une augmentation 

d’expression de Ras et MAPK (50).  

Dans le cancer du sein, l’activation de cette voie est impliquée dans les mécanismes de 

résistance à l’hormonothérapie et à la chimiothérapie (51). De la même manière que pour la 

voie PI3K-AKT, des traitements sont actuellement en cours d’investigations afin d’inhiber la 

voie en visant une restauration de l’efficacité des traitements. La modulation de l’activité de 

MKP-1 (régulateur négatif naturel des MAPK) semble être une option (52).  
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Voie moléculaire JAK-STAT (Janus kinase / Signal Transducer and Activator of Transcription) 

 

 La voie JAK-STAT est une voie de signalisation intracellulaire dont les principaux rôles 

sont la survie cellulaire, la prolifération et la migration. C’est une voie indépendante de la voie 

PI3K-AKT, sans influence des mutations PIK3CA et AKT1. Les anti-tyrosine kinases sont 

également à l’étude pour viser cette voie (53). 

 

V. Carcinomes mammaires HER2-low (incluant les HER2 2+ en IHC avec FISH : ratio 
HER2/CEP17 < 2 et nombre de copies HER2 entre 4 et 6 ; groupe 4 selon 
l’ASCO/CAP 2018) 
 

 Les carcinomes mammaires classés HER2 2+ en IHC avec une FISH négative après 

double lecture, groupe 4 selon l’ASCO/CAP et anciennement appelées « HER2 borderline », 

posent un véritable problème de prise en charge clinique et thérapeutique. Ils sont appelés 

double-équivoques et représentent une entité rare pour laquelle peu de données cliniques, 

histo-pathologiques et pronostiques sont disponibles. Cette catégorie n’a pas fait l’objet de 

preuves cliniques assez robustes quant au bénéfice à recevoir un traitement anti-HER2 

(54,55), entrainant la fin du traitement systématique par Trastuzumab. 

 De plus, ces tumeurs font désormais parti de la catégorie émergente HER2-low, 

incluant les carcinomes HER2 1+ et 2+ non amplifiés, s’opposant ainsi aux tumeurs HER2-

positives (2+ amplifiées et 3+) et HER2-négatives (0+) (Figures 10 et 11). Ce groupe constitue 

une nouvelle cible d’intérêt dans les essais cliniques et représente 45 à 55% de l’ensemble des 

carcinomes mammaires. Il est défini par une expression faible supra-physiologique de HER2, 

notamment par le biais d’autres voies pharmacologiques que l’amplification génique (56), et 

pourrait bénéficier de nouveaux traitements combinés contenant une thérapie ciblée anti-

HER2 en cours d’investigations cliniques.  
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Figure 10. Évolution des définitions et dénominations du statut HER2 depuis 2014 selon le 

GEFPICS 2021. 
Figure issue de l’article du groupe d’étude des facteurs pronostiques immunohistochimiques dans le cancer du 

sein (GEFPICS) Mise à jour 2021 des recommandations du GEFPICS pour l’évaluation du statut HER2 dans les 

cancers infiltrants du sein en France. Annales de Pathologie. 2021 Nov;41(6):507–20 

 

 
Figure 11. Évolution de paradigme dans la définition du statut HER2 dans le cancer du sein 

selon Marchio. 
Figure issue de l’article de Marchio et al. Evolving concepts in HER2 evaluation in breast cancer: Heterogeneity, 

HER2-low carcinomas and beyond. Seminars in Cancer Biology. 2021 Jul;72:123–35 

 

Caractéristiques clinico-biologiques, histo-pronostiques et moléculaires des HER2-low  

 

Un nombre croissant d’études s’intéresse désormais aux cancers HER2-low et des 

tendances semblent se dessiner.  

Agostinetto et al. (57) a réalisé une étude observationnelle et rétrospective sur une 

cohorte de 410 carcinomes HER2-low, représentant 51% des tumeurs recensées dans le TCGA 

(The Cancer Genome Atlas), au sein desquels il a été retrouvé 336 statuts RH+ (soit 82%). Les 
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cancers HER2-low semblent donc être majoritairement RH+ (56,58–62) et présentent donc 

des chiffres de survie en accord avec ce statut (survie sans progression à 5 ans d’environ 

82,6%). En effet, il existe une différence significative entre les HER2-low RH+ et RH- en termes 

de survie sans progression (p=0.0066) et sans récidive (p=0.01), meilleures en cas de statut 

RH+ ce qui est en faveur d’une hétérogénéité tumorale au sein de la catégorie HER2-low (57). 

Plus récemment, Li et al. (63), qui a retrouvé une proportion majoritaire de RH+ au sein de ces 

tumeurs HER2-low par rapport aux HER2 0+ (77.8% vs 69.2%, p<0.001), a décrit une différence 

de survie globale entre les HER2-low et HER2 0+ (p=0.0004), y compris en cas de statut RH+ 

(54.9 mois vs 48.1 mois, p=0.011) (Figure 12). Denkert et al. (64) retrouve un résultat similaire 

en combinant quatre études cliniques néoadjuvantes prospectives mettant en évidence de 

meilleures survie globale et survie sans rechute à 3 ans chez les cancers HER2-low que chez 

les tumeurs HER2 0+ (respectivement, p=0.00016 et p=0.0084). Schettini et al. et Tarantino et 

al. (58,59) n’ont pas retrouvé de différence de survie entre les cancers HER2-low RH+ et RH-. 

Toutefois, Eiger et al. et Marchio et al. (60,62) sont en faveur d’une moins bonne survie des 

carcinomes HER2-low par rapport aux cancers HER2 0+. Rossi et al. (61) retrouve également 

un pronostic initialement meilleur des carcinomes HER2 2+ non amplifiés par rapport aux 

carcinomes HER2 amplifiés qui diminue et devient plus mauvais après 4 à 5 ans du fait de 

l’efficacité du Trastuzumab pour les carcinomes HER2 amplifiés.  
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Figure 12. Courbes de Kaplan-Meier sur la survie globale (Overall Survival OS) par statut 

hormonal (hormone receptor HR) et statut HER2 par IHC.  

OS entre HER2-low et HER2-négatifs dans l’ensemble de la cohorte (A), dans la population RH+ 

(C) et dans la population RH- (E).  

OS entre HER2 2+, HER2 1+ et HER2 0+ dans l’ensemble de la cohorte (B), dans la population 

RH+ (D) et dans la population RH- (F) selon Li. 
Figure issue de l’article de Li et al. In Real Life, Low-Level HER2 Expression May Be Associated With Better 

Outcome in HER2-Negative Breast Cancer: A Study of the National Cancer Center, China Front Oncol. 2022 Jan 

17;11:774577 

 

Eiger et al. (60) a effectué une revue de la littérature permettant de mettre en lumière 

l’hétérogénéité du groupe HER2-low. Par rapport aux carcinomes HER2 0+, les carcinomes 

HER2-low présenteraient une taille tumorale plus grande, un grade histo-pronostique SBR 

modifié par Elston et Ellis plus élevé ainsi qu’un index de prolifération par le Ki67 plus haut. 

De même, la survenue de métastase ganglionnaire serait plus fréquente au sein des cancers 

HER2-low. Schettini et al. (59) est en accord avec certaines de ces données, notamment la 

taille plus importante (p=0.007) et le statut ganglionnaire positif (p=0.010) mais n’a pas mis 

en évidence de lien statistique significatif avec le grade histo-pronostique, l’index de 

prolifération Ki67, le taux de TILs ou encore le statut ménopausal.  De la même manière, 

d’autres études rétrospectives n’ont pas mis en évidence de différence significative entre les 

tumeurs HER2 0+ et HER2-low en ce qui concerne l’index Ki67 (58,63) et les TILs (64). Rossi et 

al. (61) retrouve, dans une étude comparant les carcinomes non amplifiés HER2 0+ et 1+ d’un 



 

39 
 

côté et 2+ avec FISH négative de l’autre, une taille plus grande, un grade SBR plus élevé, un 

Ki67 plus élevé et un statut ganglionnaire positif plus fréquent au sein des cancers HER2 2+ 

non amplifiés. Au contraire, Denkert et al. (64) a retrouvé un index Ki67 plus fort dans les 

tumeurs HER2 0+ qu’HER2-low.  

De façon générale, l’ensemble de ces résultats est en faveur d’un comportement 

intermédiaire des carcinomes HER2-low, moins agressifs que les HER2-positifs mais qui 

semble intrinsèquement lié au statut hormonal. 

 

Ces études se sont également intéressées à l’analyse des profils moléculaires de cette 

catégorie. Le niveau d’expression en ARNm de ERBB2 apparaît significativement plus élevé 

dans les tumeurs HER2-low que dans les HER2 0+, avec des taux croissants entre les 1+ et les 

2+ (59,62). Cela peut faire évoquer une meilleure réponse aux nouveaux traitements des 

HER2-low 2+ du fait de la nécessité d’avoir un certain degré d’expression de HER2 pour 

l’ancrage du traitement à la surface cellulaire. De plus, le taux d’expression ERBB2 des HER2-

low est également plus élevé en cas de statut RH positif (59). L’étude de la signature 

moléculaire PAM50 a été réalisé sur les cancers HER2-low et a retrouvé un profil variable selon 

le statut RH : plutôt luminal A (représentant 50-60% des HER2-low) ou B (25-30%) en cas de 

RH+ et plutôt basal-like (13-18%) en cas de RH- (57,59) (Figure 13). Plus précisément, Schettini 

et al. (59) a mis en évidence une distribution différentielle de certains gènes entre les HER2-

low et les HER2-négatifs avec une sur-régulation significative des gènes luminaux associée à 

une sous-régulation des gènes de prolifération basal-like des tumeurs HER2-low 

comparativement aux tumeurs HER2-négatives. Cette différence se maintenait dans les 

tumeurs RH+. Au contraire, Agostinetto et al. (57) a retrouvé une différence significative entre 

les cancers HER2-low et HER2-négatifs RH- alors que le résultat était non significatif dans le 

sous-groupe RH+, en faveur d’une biologie similaire entre les tumeurs HER2-low RH+ et HER2-

négatifs RH+. Plus récemment, Zhang et al. (65) a utilisé deux tests moléculaires différents : 

MammaPrint (comprenant 70 gènes marqueurs de risque de récidive) et BluePrint 

(comprenant 80 gènes de profilage moléculaire) et a retrouvé un profil moléculaire similaire 

avec une majorité de tumeurs HER2-low luminales A (65.5%), puis luminales B (28.8%), basal-

like (4.6%) et HER2-enrichi (1.1%), sans résultat significatif après ajustement sur le statut 

hormonal. 

L’hétérogénéité de résultats entre les carcinomes HER2-low RH + et RH – au niveau de 

l’expression en ARNm ERBB2 et des signatures PAM50 souligne le probable rôle clé et 
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l’importance de préciser le statut RH au sein de cette nouvelle catégorie, et peut faire penser 

que ces nouveaux traitements seraient plus efficaces sur les carcinomes HER2-low RH+. 

Certaines études parlent de définir le statut HER2 de façon plus reproductible par séquençage 

de l’ARN (56,66) ou par PCR, afin de mieux corréler l’expression ARNm de HER2 à 

l’amplification du gène. Cela ne semble toutefois pas encore d’actualité.  

 
Figure 13. Distribution des sous-types intrinsèques PAM50 dans l'ensemble de la cohorte et 

parmi chaque sous-type de cancer du sein dont les HER2-low RH+ et RH- selon Agostinetto. 
Figure issue de l’article de Agostinetto et al. HER2-Low Breast Cancer: Molecular Characteristics and Prognosis 

Cancers. 2021 Jun 5;13(11):2824 

 

 Par conséquent, à la lumière de cette catégorie émergente et du démembrement 

constant des profils moléculaires du cancer du sein, la détermination du statut HER2 par IHC 

(évaluation du taux d’expression protéique de HER) et FISH (détermination du statut du gène 

HER2) de façon binaire amplifié/non amplifié recommandée par les référentiels 

internationaux semble insuffisante pour guider le choix thérapeutique. Les études princeps 

sur le Trastuzumab (notamment NSABP B-47) (67) ont échoué à mettre en évidence un 

bénéfice clinique à le recevoir dans les cancers HER2-low (à noter que cette étude n’a pas 

inclus de carcinomes double-équivoques dans sa cohorte). De ce fait, malgré une expression 

faible de HER2, ces carcinomes sont actuellement traités comme des carcinomes HER2 

négatifs malgré leur grande hétérogénéité moléculaire. Depuis quelques années, de nouvelles 

thérapeutiques ont émergés et semblent être prometteuses dans les cancers HER2-low au 
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stade avancé, progressant après une première ligne thérapeutique bien menée (Figure 14). Il 

s’agit notamment des anticorps conjugués (ADCs – Antibody-Drug Conjugated) :  

 Le Trastuzumab-Deruxtecan (T-DXd ; DS-8201) a déjà fait ses preuves sur les carcinomes HER2 

amplifiés au stade métastatique. Il s’agit d’un anticorps conjugué anti-HER2 associé à un 

inhibiteur de topoisomérase I. Il a été décrit dans l’étude princeps de Modi et al. (68) sur 54 

HER2-low métastatiques (dont 87% de RH+) une efficacité de 37% du traitement avec une 

durée moyenne de réponse de 10.4 mois, que ce soit dans des carcinomes HER2 1+ ou 2+, 

ayant déjà ou non reçu un agent anti-HER2. Ce résultat semble majoré en cas de statut RH+ 

(taux de réponse de 40.4% vs 14.3%). Devant ces résultats prometteurs, deux essais cliniques 

randomisés de phase III sont en cours afin de vérifier la sécurité et l’efficacité dans cette 

nouvelle indication.  

 Le Trastuzumab-Duocarmazine (SYD-985) est un anticorps monoclonal où le Trastuzumab est 

lié de façon covalente à une drogue contenant de la duocarmycine, avec un rapport 

drogue/anticorps de 2.8/1. On observe une réponse partielle de 28% et 40% chez les HER2-

low RH+ et RH- respectivement (69). 

 D’autres, comme les PF-06804103, MEDI4276, et XMT-1522 ont également montré des 

résultats encourageants. 

 

 
Figure 14. Nouveaux agents et mécanismes permettant de cibler le cancer du sein à faible 

expression de HER2 (HER2-low) selon Tarantino. 
Figure issue de l’article de Tarantino HER2-Low Breast Cancer Pathological and Clinical Landscape JCO. 2020 Jun 

10;38(17):1951–62 
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Caractéristiques clinico-biologiques, histo-pronostiques et moléculaires du groupe 4 double-

équivoque selon l’ASCO/CAP  

 

Une revue de la littérature a permis de mettre en évidence certaines caractéristiques 

des carcinomes double équivoque (groupe 4) : 

 Statut RH+ majoritaire (55,70–73), 

 Taille tumorale augmentée par rapport aux classes non amplifiées (30,74), 

 Sous-type histologique non spécifique NST (NOS, anciennement canalaire) majoritaire suivi 

par le sous-type micro-papillaire (55,73), 

 Grade histo-pronostique SBR modifié par Elston et Ellis plus élevé que pour les carcinomes 

non amplifiés (30,55), non significatif (73) ou plus faible que pour les carcinomes amplifiés 

(55,75), 

 Index de prolifération Ki67 intermédiaire entre les carcinomes non amplifiés et amplifiés 

(71,74), 

 Présence de nécrose tumorale moins fréquente que dans les carcinomes amplifiés (55), 

 Statut ganglionnaire N+ discordants : plus fréquent que dans les carcinomes non amplifiés 

(30,55,73), moins fréquent que dans les carcinomes amplifiés (75), non significatif (74) ou plus 

fréquent que dans les carcinomes amplifiés (55), 

 Présence d’emboles vasculaires néoplasiques intermédiaire entre les carcinomes non 

amplifiés et amplifiés (30,75), 

 Survie discordante : absence de différence significative (71,73,74,76), survie globale diminuée 

par rapport aux carcinomes non amplifiés (30) ou survie sans récidive et survie globale 

diminuées par rapport aux carcinomes amplifiés (p=0.019 et p=0.031 respectivement (55)). 

La plupart des articles mettent donc en évidence un profil intermédiaire des carcinomes du 

groupe 4, semblant tendre vers un profil similaire aux tumeurs non amplifiées d’un point de 

vue clinico-biologique et pronostique. 

D’un point de vue moléculaire, il n’existe pas d’étude ayant fait l’objet d’un focus 

particulier sur ce groupe. La seule étude ayant approchée le sujet est celle menée par Tong et 

al en 2018 où il est mis en évidence un taux d’expression mRNA HER2 proche entre le groupe 

4 et les carcinomes non amplifiés alors qu’il est plus élevé au sein des tumeurs amplifiées.  
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VI. Objectifs du travail de thèse 
 

Objectif principal 

 

A la lumière des thérapeutiques émergentes intéressant les carcinomes HER2-low (1+ 2+ non 

amplifiés dont le groupe 4), l’objectif principal de cette étude a été d’analyser cette catégorie 

par rapport aux carcinomes HER2-négatifs (0+ non amplifiés) et HER2-positifs (2+ amplifiés et 

3+), d’un point de vue clinico-biologique, histo-pronostique, moléculaire et transcriptomique. 

Les profils mutationnels seront analysés par séquençage haut débit de l’ADN et l’activation 

des principales voies de signalisation PI3K-AKT, MAPK et JAK-STAT par séquençage de l’ARN.  

 

Objectif secondaire 

 

L’objectif secondaire de ce travail de thèse a été de comparer les carcinomes mammaires du 

groupe 4 (double-équivoque) aux carcinomes non amplifiés d’une part (HER2 0+ 1+ et 2+ en 

IHC non amplifié en FISH) et amplifiés d’autre part (HER2 2+ en IHC amplifié en FISH et 3+) sur 

les mêmes données que ci-dessus. 
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ABSTRACT 

Introduction: The dichotomous classification of HER2 status in breast cancer is changing with 

the discovery of new antibody-drug conjugates ADCs (Trastuzumab-Deruxtecan; 

Trastuzumab-Duocarmazine) and the introduction of the new HER2-low category. In this 

present study, our objective was to compare this category with HER2-negative and HER2-

positive tumors on clinico-pathological, genomic and transcriptomic grounds. 

Methods: We identified 62 HER2-low carcinomas, matched on hormonal receptor positive 

status to 20 HER2-negative carcinomas (0+) and 43 HER2-positive carcinomas (20 2+ weakly-

amplified and 23 3+). Clinicopathological features were compared. DNA (including PIK3CA and 

AKT1 mutations) and RNA (PI3K-AKT, MAPK and JAK-STAT intracellular signaling pathways 

activation) sequencing was performed. The relationship between HER2 

overexpression/amplification level and mutational and transcriptomic status was analyzed. 

Results: Compared to HER2-positive carcinomas, HER2-low carcinomas have a lower 

histoprognostic grade (p=0.0034) with lower mitotic score (p=0.0179), mitotic index (p=0.048) 

and Ki67 proliferation index (p=0.0001). No difference between HER2-low and HER2-negative 

cancers is found. They present a PIK3CA mutation rate close to HER2-negative carcinomas and 

significantly higher than for HER2-positive patients (p=0.0079). The result was the opposite 

for TP53 mutations (p=0.0006). On the transcriptomic level, the analysis of the complete 

transcriptome and the three main intracellular signaling pathways could not be performed for 

HER2 2+ unamplified cancers. An intermediate profile of HER2-low carcinomas was found, but 

related to the presence of two different contingents. On one hand, the double-equivocal 

tumors those present a transcriptomic profile similar to that of weakly-amplified HER2 2+ 

tumors with a common gene expression. On the other hand, HER2 1+ tumors present a 

heterogeneous profile. HER2-positive tumors show a specific gene expression profile. Overall, 

HER2-low carcinomas appear heterogeneous, in favor of a different biology of the groups 

constituting them. These differences in global expression between the pathways seem to be 

related to the presence of mutations, in particular PIK3CA, having a significant influence on 

the activation of the biological pathways, despite the absence of HER2 amplification. Indeed, 

HER2-negative and HER2-low tumors have a high rate of PIK3CA mutations leading to a higher 

activation of the involved signaling pathway, than HER2-positive tumors.  

Conclusions: We found that HER2-low carcinomas have more clinicopathological, molecular 

and transcriptomic similarities with HER2-negative carcinomas. Furthermore, PIK3CA 

mutations are more prevalent in non-amplified carcinomas and show strong activation of the 

underlying PI3K-AKT signaling pathway, implying that the presence of a mutation allows for 

influence of transcriptomic expression in the absence of HER2 overexpression/ amplification. 

This may help explain a part of the differences in efficacy of conventional and emerging anti-

HER2 therapies such as Trastuzumab-Deruxtecan and Trastuzumab-Duocarmazine. 
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INTRODUCTION 

In 2022, breast cancer is still the most common malignancy in women with an 

incidence of about 2 million new cases, making it the 4th leading cause of cancer-related death 

worldwide for women. Therapeutic approach have undergone a significant revolution during 

the last decades leading to new therapies that improved the outcome of patients, including 

Trastuzumab, an targeted anti-HER2 therapy, which was first described for metastatic settings 

(1), then in adjuvant (2,3) and in neo-adjuvant settings (4). Approximately 15-20% of primary 

invasive breast cancers show HER2 (Human Epithelial Growth Factor Receptor-2) 

overexpression and/or amplification, which is a transmembrane glycoprotein with tyrosine-

kinase activity encoded by ERBB2 gene located on the long arm of chromosome 17 (17q12), 

and are eligible for this drug. The therapeutic arsenal was then intensified with the arrival of 

new treatments: Lapatinib (tyrosine kinase inhibitor), Pertuzumab (humanized monoclonal 

antibody), TDM1 (antibody-drug conjugates ADCs) ... Today, parts of these new treatments 

are based on predictive biomarkers of response to targeted therapies, and it is therefore 

essential to research the molecular alterations and oncogenic mechanisms of breast cancers 

in order to personalize the choice of targeted cancer therapy. 

 

Determination of HER2 status is central to therapeutic management and requires a 

standardized interpretation. It is performed by immunohistochemistry (IHC, protein 

expression level) in 1st intention, completed by in situ hybridization (ISH, gene status 

assessment) in second intention in case of 2+ staining on IHC, according to the ASCO (American 

Society of Clinical Oncology)/CAP (College of American Pathologists) 2013 guidelines updated 

in 2018 (5–7). These new recommendations introduce 5 ISH groups that emphasize 

concomitant interpretation of both techniques: group 1 (HER2/chromosome enumeration 

probe 17 CEP17 ratio ≥ 2 + HER2 signal per cell ≥ 4 = amplified), group 2 (HER2/CEP17 ratio ≥ 

2 + HER2 signal per cell < 4), group 3 (HER2/CEP17 ratio < 2 + HER2 signal per cell ≥ 6 = 

amplified), group 4 (HER2/CEP17 ratio <2 + HER2 signal per cell ≥4 and <6), and group 5 

(HER2/CEP17 < 2 + HER2 signal per cell < 4 = nonamplified). Groups 2 and 4 are "non-classical" 

and require a second blinded reading by another confirmed pathologist with confirmation of 

the HER2 2+ staining on the IHC slide. If the same result persists, group 4 (formerly double-

equivocal) is concluded as "negative with concomitant IHC data" without being eligible for 

anti-HER2 therapy, which has not demonstrated sufficient clinical benefit since the 2018 

update. Of note, the amplification level of HER2 may be related to pathologic complete 
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response (pCR) in the neoadjuvant setting (including HER2/CEP17 ratio, in case of 

Trastuzumab treatment or double blocking with Trastuzumab-Pertuzumab (8,9)) with a low 

rate of pCR in weakly-amplified cancers.  

 

Recently, HER2-low category has emerged, defined by a tumor with an IHC assay score 

of 1+ or 2+ but with negative ISH assay (including ASCO/CAP group 4), and represents 45-55% 

of breast carcinomas. In clinical practice, these tumors are defined as HER2-negative, although 

the majority of them express some degree of HER2 on the cell membrane surface as detected 

by IHC without benefit of a traditional HER2-targeted agent. New antibody-drug conjugates 

(ADCs) are currently emerging that may be effective in these cancers but are not yet routinely 

prescribed. Trastuzumab-Deruxtecan (T-DXd, DS8201a) (10) is an anti-HER2 conjugated 

antibody linked to a topoisomerase I inhibitor and showed promising results in the Modi’s 

study with an objective response rate (ORR) of 37% and a mean duration of response of 10.4 

months in a cohort of 54 HER2-low metastatic patients including 87% hormonal receptors + 

(HR+). Similarly, Trastuzumab-Duocarmazine (SYD-985; anti-HER2 conjugated antibody 

combined with duocarmycine) (11) has interesting therapeutic response rates in HER2-low. 

Two large randomized phase III trials are underway to confirm these encouraging results. So, 

there is growing interest in characterizing this new entity and all breast tumors according to 

different levels of HER2 expression. 

 

In this study, we aim to detail clinicopathological, molecular and transcriptomic profile 

of HER2-low invasive primary breast cancers by comparing them to HER2-negative (i.e., 0+) 

and HER2-positive (i.e., 3+ and 2+ amplified) breast cancers. We want to see if differences 

exist between these different levels of HER2 expression/amplification that could explain 

differences in treatment efficacy, for an adapted therapeutic management. 

Similarly, we will analyze, as a secondary objective, the same data for ASCO/CAP group 4, 

formerly double-equivocal, because of the scarcity of available data, especially molecular. 
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METHODS 

Study design and samples 

 

Do to their low frequency, we started by including all primary breast invasive 

carcinomas who met ASCO/CAP Group 4 criteria (IHC 2+ and ISH HER2/CEP17 ratio < 2 + HER2 

signal per cell ≥ 4 and < 6), i.e. n=22, diagnosed between January 2018 and December 2020, 

at the Georges-François Leclerc Cancer Center (CGFL, Dijon, France), on surgical specimen. All 

were HR+ (estrogen receptor ER and progesterone receptor PR), received hormonal therapy 

and have not received anti-HER2 targeted therapy. These tumors will be named HER2 2+ DE 

(= double-equivocal) in this paper. We then drew 20 carcinomas 1+ in IHC and 20 carcinomas 

2+ in IHC with no FISH amplification (called HER2 2+ NA = non-amplified), for a total of 62 

HER2-low carcinomas. Exclusion criteria included lobular histologic subtype, absence of 

invasive contingent (exclusive presence of in situ carcinoma), post-treatment recurrence and 

patients who underwent neoadjuvant therapy without prior available biopsy.  

 

Study controls were chosen in 2 groups according to HER2 amplification status: HER2 

IHC negative (0+) and HER2-positive (HER2 2+ in IHC with weakly-amplified FISH: copy number 

between 6 and 10 whatever the ratio; HER2 3+ in IHC and ISH: HER2 copy number > 10). They 

were secondarily randomized in the same CGFL database for comparison, between January 

2007 and December 2020, matched on HR+ status to avoid any bias, having received hormonal 

therapy, invasive, on surgical specimen (n=54) or biopsy (n=9, all HER2 3+ neoadjuvant 

specimens). All amplified controls received anti-HER2 targeted therapy. The exclusion criteria 

were the same including HR- status. A total of 20 HER2 0+ and 2+ carcinomas with weakly-

amplified FISH (called HER2 2+ WA = weakly-amplified) and 23 HER2 3+ carcinomas were 

included, representing 63 controls. The flowchart of this selection is summarized in Figure 1. 

 

For the 125 carcinomas included (cases and controls), demographic and clinical data 

were collected retrospectively from the computerized medical records, including ultrasound 

scan reports with tumor size (T, multifocality) and lymph node status (N) according to the 

latest TNM stage defined by the American Joint Committee on Cancer Staging classification 

(AJCC, 8th edition) (12). 

 



 

56 
 

 
Figure 1. Flowchart of samples enrolled in the study and reasons for exclusion 

 

Histopathological data were directly extracted from histological reports. For patients 

who underwent neo-adjuvant treatment (n=9, all HER2 3+), only data concerning the initial 

biopsy before treatment were analyzed. The histological subtypes included (NOS, 

micropapillary, papillary and mucinous) were defined according to the Fifth Edition of the 

World Health Organization’s Classification of Breast Tumors (13)). The modified SBR 

histoprognostic grade according to Elston & Ellis (differentiation - nuclear pleomorphism - 

mitoses) was used to characterize the tumor (14) and the TNM AJCC classification for tumor 

size and lymph node status on sentinel node or axillary curage when data were known (pT and 

pN). A double retrospective analyse, blinded to HER2 category, for data confirmation was 

performed by two pathologists on hematoxylin and eosine-stained H&E slides from cases and 
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controls (confirmation of histological subtype and infiltrative character), on Ki67 slides, on 

HER2 IHC results and HER2 FISH if HER2 2+ case. According to the 2014 international 

recommendations (15), an evaluation of semi-quantitative tumor-infiltrating lymphocytes 

(TILs), blinded of HER2 category, was also performed by the same two pathologists. The result 

was given as percentage of lymphocytes within tumor bed. 

 

Immunohistochemistry (IHC) 

 

For all immunohistochemical analyses, antibodies references used and preparation 

details are available in the Supplementary Table S1. The analyses were performed on 5 μm-

FFPE tissue sections (formalin-fixed paraffin-embedded), on the Ventana Benchmark XT 

system®, Roche™ automated system. Results were systematically reviewed by two 

independent pathologists. In case of disagreement, the slides were reviewed to determine a 

consensus result. 

 

ER and PR 

Determination of ER (Clone SP1, Ventana Benchmark XT system®, Roche™) and PR 

(Clone 1E2, Ventana Benchmark XT system®, Roche™) hormonal status was performed for 

cases and controls (n=125) and followed standard recommendations. Staining was considered 

negative if less than 1% of tumor cells were stained. Was considered positive, any score ≥ 10% 

intensity 1 to 3, in the infiltrative component only in presence of positive internal and external 

controls (13). Tumors comprising a score between 1 and 9% were not included in the study. 

The choice of this cut-off is supported by the fact that there is too little evidence of the 

efficacity of hormonal therapy for these tumors and that these very weakly positive tumors 

present a biological and transcriptomic profile very close to ER- tumors (16). 

 

Ki67 

Expression of the proliferation index by Ki67 (MiB-1, Dako system®, Agilent™) was also 

review when available. Result was given as percentage (%) of stained tumor cells. 

 

HER2 

HER2 overexpression and/or amplification (Clone 4B5, Ventana Benchmark XT 

system®, Roche™) status was scored according to the latest ASCO/CAP 2018 guidelines (6) and 

was considered negative in case of 0+ and 1+ staining and positive in case of 3+ staining. 

Staining 2+ required further investigation by in situ hybridization to place these tumors 

between group 5 (HER2 2+ NA), group 4 (HER2 2+ DE) and HER2 2+ WA. 
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HER2 Fluorescent in situ hybridization (FISH) 

 

FISH analysis was performed on Hybridizer system® with Zytovision kit (ZytoLight® SPEC 

ERBB2/CEN 17 Dual Color Probe, Clinisciences™), on 4 μm-FFPE tissue sections and for all 

carcinomas with 2+ IHC staining (n=62) and reviewed by two independent pathologists on at 

least 40 nuclei. Preparation details are available in the Supplementary Table S2. It was 

performed using a dual-probe HER2 (colored in green)/CEP17 (colored in red) FISH assay. 

Average HER2 copy number and HER2/CEP17 ratio were recorded for each tumor. 

Interpretation followed ASCO/CAP 2018 guidelines incorporating 5 groups. Group 4 (HER2 2+ 

DE), was retained in case of 2+ immunohistochemical staining with FISH showing HER2 copy 

number between 4 and 6 and HER2/CEP17 ratio < 2.0. In our study, HER2 2+ WA status was 

considered if immunohistochemical staining was 2+ with FISH showing a HER2 copy number 

between 6 and 10, regardless of the ratio. 

 

Molecular analysis 

 

DNA and RNA extraction 

Based on evaluation of the percentage of infiltrating tumor cells on H&E slides, a 

macrodissection of the samples was performed in order to extract nucleic acids from FFPE 

specimens. All specimens had at least 80% tumor cells, except for 7 specimens, all category 3+ 

and on biopsies, which had between 40% and 80% tumor cells. DNA was extracted from four 

5-μm tumor slides using Maxwell-16 FFPE Plus LEV DNA purification kit (Promega Corporation) 

according to the manufacturer’s protocol. RNA was extracted from the same specimens using 

Maxwell-16 LEV RNA FFPE Purification kit (Promega Corporation) according to manufacturer’s 

protocol. Spectrophotometry with absorbances of 230, 260 and 280 nm was used to assess 

quality of DNA and RNA. DNA was quantified using Qubit device 4 fluorometric assay (Life 

Technologies, Thermo Fisher Scientific, Inc.). 

 

DNA sequencing 

For library preparation, 400 ng of DNA from solid tumors were fragmented with a 

Covaris LE220-plus device (Covaris, Inc.) to obtain fragments ~300 bp-long. Then, libraries 

were prepared with a SureSelectXT custom panel (containing PIK3CA, AKT1, PTEN, TP53, 

BRCA1, BRCA2, PALB2, ARID1A, KRAS, NRAS and BRAF genes) (Agilent Technologies, Inc.) 

following the manufacturer's instructions. Paired-end (2x111 bases) sequencing was 

performed on a NextSeq500 device (Illumina, Inc.). 
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Bioinformatic analysis. Reads in FASTQ format were aligned using the 

Burrows-Wheeler aligner (BWA v.0.7.15) to the reference human genome GRCh37 (17). Local 

realignment was performed using the Genome Analysis Toolkit (GATK v.3.6) (18–20). 

Duplicate reads were removed using Picard v.2.5 (21). Outlyzer (v1.0) (22) was used to identify 

variants. Annovar (Annovar2016Feb01) (23) and SnpEff (v4.3i) (24) were used to annotate 

these variants. Quality controls were performed using fastQC (v0.11.8) (25), Samtools (v1.9) 

(26), and Qualimap (v2.2.1) (27) information through multiQC (v1.7) software (28). Variants 

with a frequency superior to 1% in the general population were filtered and did not appear in 

results tables analyzed by the biologists. 

 

RNA sequencing 

rRNA-depleted RNA was used for the library preparation with the NEBNext Ultra II 

Directional RNA library prep kit for Illumina (New England Biolabs) according to the 

manufacturer’s instructions. Libraries were paired-end sequenced (2*76 base pairs) on a 

NextSeq500 device (Illumina), with a read depth of 20 million.  

 

Kallisto software (29) was used for quantifying transcript abundance from RNA-seq 

data against GRCh38 cDNA reference transcriptome from the Ensembl database, v96. 

Downstream analysis included only protein-coding transcripts and genes. Differential 

expression analysis was performed using the DESeq2 R package (30). Single-sample Gene Set 

Enrichment Analysis was performed using the GSVA R package v1.40.1 (31). 

 

The study focused on activation of PI3K-AKT, MAPK and JAK-STAT intracellular signaling 

pathways. Only genes downstream of intracellular signaling pathways were retained in the 

analyses. All upstream genes coding for receptors not involved in the pathology concerned 

were eliminated. 

 

Transcriptomic profiles were available for 40 of 62 HER2-low (21 of 22 DE cases and 19 

of 20 1+ controls), for all HER2-negative (n=20), and for 40 of 43 HER2-positive (18 of 20 WA 

controls and 22 of 23 3+ carcinomas). RNA sequencing of HER2 2+ NA carcinomas in HER2-low 

group was performed and found a very different profile from the other carcinomas. 

Sequencing of new cases is underway to verify these data. A total of 100 carcinomas in the 

study have currently undergone RNA analysis (reads > 8Mbp), representing 80% of our 
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population. The remaining samples did not have enough RNA for sequencing and were 

excluded from the analysis (Figure 1). The distribution was homogeneous between the groups. 

 

Statistical analysis 

 

Continuous variables were expressed as numbers of observations, means (with 

standard deviation) and medians (with min-max), and compared using Student, Wilcoxon, 

Anova and Kruskal-Wallis tests as appropriate. Categorical variables, expressed as frequencies 

and percentages, were compared using the Chi² or Fisher test. When a difference was found 

between groups, post-hoc tests were performed with Bonferroni corrections to identify 

between which groups there is a difference. Tests were two-sided. The significance threshold 

was set at 5%. All statistical analyses were performed using the SAS software, version 9.4.  

 

The CGFL was authorized to conduct this scientific study by relevant French 

authorities (authorization number AC-2019-3531). The study was approved by CGFL Ethical 

and Scientific Committee. 

 

RESULTS 

We compared 62 HER2-low carcinomas with 20 HER2-negative and 43 HER2-positive 

carcinomas; then 22 DE breast carcinomas with each control subgroup (20 0+, 1+, 2+ NA and 

2+ WA carcinomas and 23 3+ carcinomas). 

 

Clinico-pathological characteristics 

 

Baseline characteristics (clinical and histological) are summarized in Table 1 for the 3 

main groups and in Table 2 for the 6 additional groups. 

 

HER2-low carcinomas had a lower Elston and Ellis modified SBR histopronostic grade 

compared to HER2-positive tumors (p=0.0034) with lower mitotic scores and lower Ki67 

(p=0.0179 and p=0.0001 respectively). These data were also found between HER2-low and 

WA cancers, with lower mitotic score (p=0.0156, data not shown) and lower Ki67 proliferation 

index (p=0. 0131, data not shown). All tumors were HR+, however quick-score was higher in 

HER2-low and HER2-negative carcinomas. There was no characteristic that could differentiate 

HER2-negative and HER2-low groups. No significant differences were found for other clinico-
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pathological data, including tumor size, N+ status, presence of lymphatic vascular emboli, and 

quantification of tumor-infiltrating lymphocytes (TILs). 

 

For DE carcinomas, we found a significant difference in mitotic score and index with 

HER2 0+ carcinomas (p=0.0156 and p=0.0065 respectively) and a significantly higher Ki67 

proliferation index compared to 0+ and 1+ carcinomas (p=0.0175 and p=0.0011). ER had a 

non-significant but higher quick-score than HER2 3+ tumors. Furthermore, no significant 

difference was found between DE cancers and WA cancers. 

 

Table 1. Clinical and pathological characteristics of HER2-low carcinoma compared to two 
control groups. 

 Controls P-values 

 HER2-low (n=62) HER2-negative 
(n=20) 

HER2-positive 
(n=43) Overall 

0+ vs. HER2-
positive 

0+ vs. HER2-
low 

HER2-
positive vs. 
HER2-low 

 n (%) n (%) n (%)     
Age      0,7618    
Mean ± std 65.8 ± 10.8 

65.3 ± 12.8 
68.5 [36.0 - 91.0] 

64.0 ± 13.5 
64.0 [37.0 - 89.0] 

    
Median [min - 
max] 

67.0 [42.0 - 85.0]     

        
Menopausal 
status 

            0,1259  

Peri/premenopa
usal 

7 (11.3) 
55 (88.7) 

5 (25.0) 
15 (75.0) 

11 (25.6) 
32 (74.4) 

 
 

Postmenopausal  
     

0,1188 
   

Tumor size (US, 
mm) 

        

Mean ± std 18.0 ± 12.1 
14.5 [5.0 - 70.0] 

14.9 ± 12.3 
11.3 [3.5 - 50.0] 

18.7 ± 11.4 
15.0 [4.0 - 58.0] 

    
Median [min - 
max] 

    

      
0,8269 

   
N (US)         
N0 56 (90.3) 

6 (9.7) 
0 (0) 

18 (90.0) 
2 (10.0) 

0 (0) 

38 (88.4) 
4 (9.3) 
1 (2.3) 

 N1 
N3 
      

       0,79 
   

Multifocality         
Unifocal 52 (83.9) 

10 (16.1) 
18 (90.0) 
2 (10.0) 

37 (86.0) 
6 (14.0) 

    
Bifocal     
      

0,8847 
   

Tumor size (mm)         
Mean ± std 

18.4 ± 9.5 
15.5 [4.5 - 65.0] 

18.1 ± 11.7 
15.5 [6.0 - 55.0] 

18.9 ± 11.6 
15.0 [5.8 - 58.0] 

    
Median [min - 
max] 

    

     
0,0096 

   
N       0,0497 0,0627 0,3688 
pN0 39 (62.9) 

21 (33.9) 
2 (3.2) 
0 (0) 

9 (45.0) 
6 (30.0) 
4 (20.0) 
1 (5.0) 

34 (79.1) 
7 (16.3) 
2 (4.7) 
0 (0) 

 
pN1 
pN2 
pN3 
       

0,0007 
   

Grade      0,0005 0,7688 0,0034 
I 24 (38.7) 

31 (50.0) 
7 (11.3) 

10 (50.0) 
10 (50.0) 

0 (0) 

3 (7.0) 
31 (72.1) 
9 (20.9) 

    
II     
III     
     

0,269 
   

Glandular 
differentiation 

        

1 2 (3.2) 
29 (46.8) 
31 (50.0) 

1 (5.0) 
9 (45.0) 

10 (50.0) 

0 (0) 
14 (32.6) 
29 (67.4) 

    

2     

3     
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0,1051 

   
Nuclear grade         
1 1 (1.6) 

52 (83.9) 
9 (14.5) 

0 (0) 
19 (95.0) 

1 (5.0) 

0 (0) 
31 (72.1) 
12 (27.9) 

    
2     
3     
     

0,0001 
   

Mitosis score      0,0001 0,1156 0,0179 
1 41 (66.1) 

15 (24.2) 
6 (9.7) 

19 (95.0) 
1 (5.0) 
0 (0) 

15 (34.9) 
18 (41.9) 
10 (23.3) 

    
2     
3     
        
Mitosis index 
(/mm²) 

     0,0003 0,0002 0,0625 0,0485 

Mean ± std 
3.5 ± 3.4 

2.3 [0.4 - 18.8] 
1.8 ± 1.6 

0.9 [0.4 - 6.6] 
4.8 ± 3.2 

4.4 [0.4 - 15.1] 

    
Median [min - 
max] 

    

     
0,5616 

   
Histologic 
subtype 

        

Micropapillary 
2 (3.2) 
0 (0) 

57 (91.9) 
3 (4.8) 

0 (0) 
1 (5.0) 

18 (90.0) 
1 (5.0) 

1 (2.3) 
0 (0) 

41 (95.3) 
1 (2.3) 

    
Mucinous     
NST     
NST + 
micropapillary 

    

     
0,9027 

   
Lymphovascular 
emboli 

        

No 41 (66.1) 
21 (33.9) 

13 (65.0) 
7 (3.0) 

30 (69.8) 
13 (30.2) 

    
Yes     
     

0,2438 
   

sTIL (%)         
Mean ± std 

8.5 ± 10.9 
5.0 [1.0 - 60.0] 

8.2 ± 9.3 
4.0 [1.0 - 30.0] 

10.6 ± 9.6 
5.0 [1.0 - 40.0] 

    
Median [min - 
max] 

    

     
0,1954 

   
sTIL (≤ 10%)         
No 11 (17.7) 

51 (82.3) 
4 (20.0) 

16 (80.0) 
14 (32.6) 
29 (67.4) 

    
Yes     
     

0,3107 
   

sTIL (> 40%)         
No 57 (91.9) 

5 (8.1) 
20 (100.0) 

0 (0) 
42 (97.7) 

1 (2.3) 
    

Yes     
     

0,1134 
   

ER (I x %)         
Mean ± std 292.3 ± 22.8 

300.0 [200.0 - 
300.0] 

280.0 ± 41.9 
300.0 [160.0 - 

300.0] 

277.3 ± 43.2 
300.0 [140.0 - 

300.0] 

    
Median [min - 
max] 

    

     
0,0544 

   
PR (I x %)         
Mean ± std 

182.7 ± 97.4 
170.0 [0.0 - 300.0] 

212.3 ± 100.2 
247.5 [20.0 - 

300.0] 

151.0 ± 110.4 
140.0 [0.0 - 300.0] 

    
Median [min - 
max] 

    

      
<.0001 

   
Ki67 (%)      0,0002 0,3445 0,0001 
n 

62 
15.7 ± 10.7 

13.0 [3.0 - 60.0] 

20 
14.4 ± 13.5 

11.0 [2.0 - 60.0] 

42* 
23.8 ± 11.4 

21.5 [5.0 - 60.0] 

    
Mean ± std     
Median [min - 
max] 

    

HER2 : human epidermal growth factor receptor 2 ; sTIL = stromal tumor infiltrating lymphocyte ; ER : estrogen receptor ;  
PR : progesterone receptor ; ISH : in situ hybridization  
* Missing data due to material lack 

 

Table 2. Clinical and pathological characteristics of HER2 2+ double-equivocal carcinoma 
compared to 5 control groups. 

  Controls P-values 

 HER2 2+ DE 
(cases, n=22) 

HER2 0+ 
(n=20) 

HER2 1+ 
(n=20) 

HER2 2+ 
NA (n=20) 

HER2 2+ 
WA (n=20) 

HER2 3+ 
(n=23) Overall 

DE VS 
0+ 

DE VS 
1+ 

 n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)    
Age         0,2615   
Mean ± std 69.5 ± 9.1 65.3 ± 12.8 66.7 ± 11.5 60.7 ± 10.3 63.3 ± 13.3 64.7 ± 13.9    
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Median [min - 
max] 

70.5 [50.0 - 
85.0] 

68.5 [36.0 - 
91.0] 

71.0 [42.0 - 
83.0] 

59.0 [43.0 - 
79.0] 

62.0 [37.0 - 
84.0] 

64.0 [38.0 - 
89.0] 

 
  

           
Menopausal 
status 

   
     

0,4498 
  

Peri/premenop
ausal 

2 (9.1%) 5 (25.0%) 3 (15.0%) 2 (10.0%) 6 (30.0%) 5 (21.7%)  
  

Postmenopaus
al 

20 (90.9%) 15 (75.0%) 17 (85.0%) 18 (90.0%) 14 (70.0%) 18 (78.3%)  
  

           
Tumor size 
(US, mm) 

   
     

0,0263 
 

0.414 
 

0.228 

Mean ± std 20.2 ± 14.1 14.9 ± 12.3 13.4 ± 8.4 20.3 ± 12.0 16.6 ± 8.3 20.5 ± 13.4    

Median [min - 
max] 

15.0 [6.0 - 
70.0] 

11.3 [3.5 - 
50.0] 

11.0 [5.0 - 
38.0] 

16.0 [10.0 - 
63.0] 

14.5 [4.0 - 
30.0] 

15.0 [7.0 - 
58.0] 

 
  

           
N (US)         0,6563   
N0 19 (86.4%) 

3 (13.6%) 
0 (0.0%) 

18 (90.0%) 20 (100.0%) 17 (85.0%) 18 (90.0%) 20 (87.0%)    
N1 2 (10.0%) 0 (0.0%) 3 (15.0%) 2 (10.0%) 2 (8.7%)    
N3 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 1 (4.3%)    
           

Multifocality         0,027 
 

1 
 

1 
Unifocal 18 (81.8%) 

4 (18.2%) 
18 (90.0%) 14 (70.0%) 20 (100.0%) 15 (75.0%) 22 (95.7%)    

Bifocal 2 (10.0%) 6 (30.0%) 0 (0.0%) 5 (25.0%) 1 (4.3%)    
           
Tumor size 
(mm) 

   
     

0,1151 
  

Mean ± std 17.5 ± 6.7 18.1 ± 11.7 14.6 ± 7.3 23.1 ± 12.2 17.8 ± 8.7 19.9 ± 13.7    
Median [min - 
max] 

16.0 [8.0 - 
30.0] 

15.5 [6.0 - 
55.0] 

12.3 [4.5 - 
32.0] 

20.5 [11.0 - 
65.0] 

14.8 [7.0 - 
35.0] 

15.0 [5.8 - 
58.0] 

 
  

           
N          0,2082   
pN0 12 (54.5%) 

9 (40.9%) 
1 (4.5%) 
0 (0.0%) 

9 (45.0%) 14 (70.0%) 13 (65.0%) 15 (75.0%) 19 (82.6%)    
pN1 6 (30.0%) 6 (30.0%) 6 (30.0%) 4 (20.0%) 3 (13.0%)    
pN2 4 (20.0%) 0 (0.0%) 1 (5.0%) 1 (5.0%) 1 (4.3%)    
pN3 1 (5.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%)    
            
Grade         <.0001 0.270 0.057 
I 3 (13.6%) 

17 (77.3%) 
2 (9.1%) 

10 (50.0%) 12 (60.0%) 9 (45.0%) 2 (10.0%) 1 (4.3%)    
II 10 (50.0%) 7 (35.0%) 7 (35.0%) 14 (70.0%) 17 (73.9%)    
III 0 (0.0%) 1 (5.0%) 4 (20.0%) 4 (20.0%) 5 (21.7%)    
           

Glandular 
differentiation 

   
     

0,0778 
  

1 1 (4.5%) 
5 (22.7%) 

16 (72.7%) 

1 (5.0%) 0 (0.0%) 1 (5.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%)    

2 9 (45.0%) 12 (60.0%) 12 (60.0%) 7 (35.0%) 7 (30.4%)    

3 10 (50.0%) 8 (40.0%) 7 (35.0%) 13 (65.0%) 16 (69.6%)    
           

Nuclear grade    
     

0,014 
 

1 
 

1 

1 0 (0.0%) 
20 (90.9%) 

2 (9.1%) 

0 (0.0%) 1 (5.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%)    
2 19 (95.0%) 18 (90.0%) 14 (70.0%) 17 (85.0%) 14 (60.9%)    
3 1 (5.0%) 1 (5.0%) 6 (30.0%) 3 (15.0%) 9 (39.1%)    
           

Mitosis score         <.0001 
 

0.015 
 

0.242 
1 10 (45.5%) 

9 (40.9%) 
3 (13.6%) 

19 (95.0%) 17 (85.0%) 14 (70.0%) 6 (30.0%) 9 (39.1%)    
2 1 (5.0%) 3 (15.0%) 3 (15.0%) 9 (45.0%) 9 (39.1%)    
3 0 (0.0%) 0 (0.0%) 3 (15.0%) 5 (25.0%) 5 (21.7%)    
           

Mitosis index 
(/mm²) 

   
     

0,0004 
   
   0.006 

 
0.107 

Mean ± std 4.2 ± 2.6 1.8 ± 1.6 2.4 ± 2.7 3.9 ± 4.5 4.9 ± 3.3 4.6 ± 3.3    
Median [min - 
max] 

4.1 [0.9 - 
10.5] 

0.9 [0.4 - 
6.6] 

1.3 [0.4 - 
9.6] 

2.3 [0.5 - 
18.8] 

5.0 [0.4 - 
11.3] 

4.0 [0.5 - 
15.1] 

 
  

           
Histologic 
subtype 

   
     

0,0988 
  

Micropapillary 
2 (9.1%) 
0 (0.0%) 

17 (77.3%) 
3 (13.6%) 

0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 1 (5.0%) 0 (0.0%)    
Mucinous 1 (5.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%)    
NST 18 (90.0%) 20 (100.0%) 20 (100.0%) 19 (95.0%) 22 (95.7%)    
NST + 
micropapillary 

1 (5.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 1 (4.3%)  
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Lymphovascula
r emboli 

   
     

0,1758 
  

No 11 (50.0%) 
11 (50.0%) 

13 (65.0%) 17 (85.0%) 13 (65.0%) 12 (60.0%) 18 (78.3%)    

Yes 7 (35.0%) 3 (15.0%) 7 (35.0%) 8 (40.0%) 5 (21.7%)    

           
sTIL (%)         0,1886   
Mean ± std 6.4 ± 5.8 8.2 ± 9.3 10.0 ± 10.6 9.5 ± 15.0 10.2 ± 11.2 11.0 ± 8.3    
Median [min - 
max] 

5.0 [1.0 - 
20.0] 

4.0 [1.0 - 
30.0] 

6.5 [1.0 - 
50.0] 

5.0 [1.0 - 
60.0] 

5.0 [1.0 - 
40.0] 

10.0 [2.0 - 
25.0] 

 
  

           
sTIL (≤ 10%)         0,4931   
No 3 (13.6%) 

19 (86.4%) 
4 (20.0%) 4 (20.0%) 4 (20.0%) 5 (25.0%) 9 (39.1%)    

Yes 16 (80.0%) 16 (80.0%) 16 (80.0%) 15 (75.0%) 14 (60.9%)    
           

sTIL (> 40%)         0,0183  
 

1 
No 22 (100.0%) 

0 (0.0%) 
20 (100.0%) 19 (95.0%) 16 (80.0%) 19 (95.0%) 23 (100.0%)    

Yes 0 (0.0%) 1 (5.0%) 4 (20.0%) 1 (5.0%) 0 (0.0%)    
           
ER (I x %)         0,025 0.914 1 

Mean ± std 292.7 ± 22.5 
280.0 ± 

41.9 
292.0 ± 

23.5 
292.0 ± 

23.5 
290.0 ± 

30.8 
266.3 ± 

49.8 
 

  

Median [min - 
max] 

300.0 [200.0 - 
300.0] 

300.0 
[160.0 - 
300.0] 

300.0 
[200.0 - 
300.0] 

300.0 
[200.0 - 
300.0] 

300.0 
[200.0 - 
300.0] 

300.0 
[140.0 - 
300.0] 

 
  

           
PR (I x %)        0,2332   

Mean ± std 180.5 ± 102.5 
212.3 ± 
100.2 

184.0 ± 
95.5 

184.0 ± 
98.6 

133.1 ± 
119.6 

166.5 ± 
101.8 

 
  

Median [min - 
max] 

170.0 [0.0 - 
300.0] 

247.5 [20.0 
- 

300.0] 

160.0 [30.0 
- 

300.0] 

180.0 [30.0 
- 

300.0] 

130.0 [0.0 - 
300.0] 

160.0 [20.0 
- 

300.0] 
 

  

           
Ki67 (%)        <.0001 0.017 0.001 
n 22 20 20 20 20 22*    
Mean ± std 20.8 ± 10.4 14.4 ± 13.5 10.6 ± 5.7 15.4 ± 12.6 20.0 ± 7.8 27.2 ± 13.1    
Median [min - 
max] 

20.0 [8.0 - 
60.0] 

11.0 [2.0 - 
60.0] 

9.0 [5.0 - 
25.0] 

10.0 [3.0 - 
60.0] 

20.0 [5.0 - 
40.0] 

25.0 [8.0 - 
60.0] 

 
  

           
Anti-HER2 
therapy 

  
     

<.0001 
  

No 22 (100.0%) 
0 (0.0%) 

20 (100.0%) 20 (100.0%) 20 (100.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%)    
Yes 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 20 (100.0%) 23 (100.0%)    

HER2 : human epidermal growth factor receptor 2 ; sTIL = stromal tumor infiltrating lymphocyte ; ER : estrogen receptor ;  
PR : progesterone receptor ; ISH : in situ hybridization ; DE : double-equivocal ; NA : non amplified ; WA : weakly-amplified 
* Missing data due to material lack 

 

Genomic profiles 

 

3 samples did not have sufficient DNA for sequencing and thus were excluded from 

this data set, all were 3+ carcinomas. 122 tumors were successfully sequenced and have 

somatic mutation profiles available (Figure 1). All molecular data are detailed in Table 3 for 

the 3 main groups and in Table 4 for the 6 additional groups. Complete list of pathogenic 

variants is provided in Supplementary Table S3. 

 

Concerning PIK3CA mutations, a significant difference between HER2-low and HER2-

positive groups was found with the presence of more PIK3CA mutations in HER2-low group 

(p=0.0079). Note that this difference was not significant between HER2-low and WA tumors. 

No significant difference was found between HER2-negative and HER2-low carcinomas. In 
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total, a higher mutational prevalence correlated with the absence of ERBB2 gene amplification 

or hyperexpression (p=0.0095) was significantly found. Within HER2-low carcinomas, these 

mutations occurred mostly in tumors of histopronostic grade I (n=15, 55.55%), small size < 2 

cm (pT1 n=18, 66.66%) and without axillary invasion (pN0 n=22, 81.5%). Mutated tumors have 

also a low mitotic count, with a majority of score 1 (n=21, 77.77%). Ki67 proliferation index 

was low with a median of 10%. Presence of lymphovascular emboli was reported for 5 cancers 

(18.5%), which is less than for all HER2-low carcinomas (n= 21, 33.9%). TILs were low with a 

median of 5%.  

Among these mutations, 8 occurred in DE group (36.4%), i.e. almost as many as in 0+, 

1+ and 2+ NA groups, in favor of a higher mutational prevalence linked to the absence of 

ERBB2 gene amplification or hyperexpression (p=0.0346). There was no significant association 

between DE group and the other groups, including WA cancers. 

 

Concerning TP53 gene, we highlighted an increase in the mutation rate in HER2 

positive tumors (p<0.0001). 2 mutations were found in HER2-low carcinomas versus 12 in 

HER2-positive carcinomas (p=0.0006). These mutations occurred in tumors with high Elston 

and Ellis modified SBR histopronostic grades (class II and III) and high Ki67 proliferation index 

(25 to 30%). Both of these cancers were classified as HER2 2+ by immunohistochemistry (one 

NA and one DE). This significant difference is maintained when comparing HER2-low 

carcinomas with WA tumors (p=0.029, data not shown).  

The presence of a single mutation in DE group does not distinguish it from the other 

groups, despite a tendency for the prevalence of TP53 mutations to increase with HER2 

amplification and/or hyperexpression (p=0.0002). 

 

No significant differences between the groups were found for the other mutations 

searched.  
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Table 3. Mutation rates in genes, compared between HER2-low carcinomas and two control 
groups 

  n mutant cases (%)   

   Controls P-value 

Gene Mutation impact* HER2-low (n=62) HER2-negative (n=20) HER2-positive (n=40**) Overall HER2-low vs 
HER2-positive 

PIK3CA Gain of function 27 (43.5) 8 (40.0) 6 (15.0) 0.0095 0.0079 
AKT1 Gain of function 3 (4.8) 0 0 0.412 - 
PTEN Loss of function 0 0 1 (2.5) 0.4918 - 
TP53 Loss of function 2 (3.2) 0 12 (30.0) <.0001 0.0006 
BRCA1 - 0 0 0 - - 
BRCA2 Loss of function 2 (3.2) 0 2 (5.0) 0.6555 - 
PALB2 - 0 0 0 - - 
ARID1A Loss of function 1 (1.6) 0 1 (2.5) 1 - 
KRAS - 0 0 0 - - 
NRAS - 0 0 0 - - 
BRAF - 0 0 0 - - 

HER2 : human epidermal growth factor receptor 2  
 

 

* impacts defined based on the literature  

**Missing data of three HER2 3+ carcinomas  

 

Table 4. Mutation rates in genes, compared between HER2 double-equivocal and five control 
groups 

  n mutant cases (%)  

   Controls  

Gene Mutation impact* HER2 2+ DE 
(n=22) 

HER2 0+ 
(n=20) 

HER2 1+ 
(n=20) 

HER2 2+ NA 
(n=20) 

HER2 2+ WA 
(n=20) 

HER2 3+ 
(n=20**) 

P-value 

PIK3CA Gain of function 8 (36.4) 8 (40.0) 10 (50.0) 9 (45.0) 5 (25.0) 1 (5.0) 0.0346 
AKT1 Gain of function 0 0 2 (10.0) 1 (5.0) 0 0 0.2819 
PTEN Loss of function 0 0 0 0 1 (5.0) 0 0.8197 
TP53 Loss of function 1 (4.5) 0 0 1 (5.0) 4 (20.0) 8 (40.0) 0.0002 
BRCA1 - 0 0 0 0 0 0  
BRCA2 Loss of function 2 (9.1) 0 0 0 1 (5.0) 1 (5.0) 0.7085 
PALB2 - 0 0 0 0 0 0  
ARID1A Loss of function 0 0 0 1 (5.0) 0 1 (5.0) 0.7019 
KRAS - 0 0 0 0 0 0  
NRAS - 0 0 0 0 0 0  
BRAF - 0 0 0 0 0 0  

HER2 : human epidermal growth factor receptor 2 ; DE : double-equivocal ; NA : non amplified ; WA : weakly-amplified  
 
*impacts defined based on the literature 
**Missing data of three HER2 3+ carcinomas 

 

Transcriptomic profiles  

 

ERBB2 mRNA expression  

ERBB2 mRNA expression level of HER2-low tumors was intermediate between HER2-

negative and HER2-positive cancers, with no significant difference with HER2-negative group. 

HER2-positive group had significantly higher expression compared to the other two groups 

(p<0.001) (Figure 2).  

Detailed analysis of the 5 immunohistochemical groups showed an increasing gradient 

of ERBB2 expression from HER2 0+ group to HER2 3+ group. HER2 3+ group had significantly 

higher expression than all other groups (p<0.001). ERBB2 expression appeared similar 

between HER2 0+ and HER2 1+ tumors (p=0.65), and between DE and WA tumors (p=0.85).  
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A secondary analysis of ERBB2 expression only based on the presence of an activating 

mutation in PI3K-AKT pathway independently of HER2 amplification status was performed. It 

showed that the presence of an activating mutation in this pathway was associated with a 

lower expression of ERBB2 (p=0.001). 

 
Figure 2. ERBB2 mRNA expression level between HER2 double-equivocal compared to 4 

control groups (A), HER2-low compared to two control groups (B) and according with presence 

of activating mutation on AKT pathway (C). 

 

HER2-low: whole transcriptome and PI3K-AKT, JAK-STAT and MAPK pathways 

On whole transcriptome, HER2-low and HER2-negative tumors showed a comparable 

profile (Figure 3) with the appearance of a gene expression cluster. HER2-positive carcinomas 

differed from the other two groups and showed a specific profile and gene expression unique 

to these tumors. 

 

Figure 3. Principal component analysis of whole transcriptome between HER2-double 

equivocal and 4 control groups (A), HER2-low and two control groups (B) and according with 

presence of activating mutation on AKT pathway (C). Distance matrix of whole transcriptome 

between all the groups (D).  
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On PI3K-AKT pathway analysis involving 224 genes, HER2-low carcinomas were divided 

into two distinct clusters, with no homogeneous profile characterizing them (Figure 4). HER2-

negative carcinomas were similar to one of the HER2-low carcinoma clusters. The HER2-

positive cancers were also heterogeneous and formed two different populations, one of which 

was close to the other cluster of HER2-low cancers. 

 

Figure 4. Principal component analysis of PI3K-AKT pathway between HER2-double equivocal 

and 4 control groups (A), HER2-low and two control groups (B) and according with presence 

of activating mutation on AKT pathway (C). Heatmap of PI3K-AKT pathway between all the 

groups (D) 

 

JAK-STAT signaling pathway, including 46 genes, was heterogeneously expressed in 

HER2-low carcinomas (Figure 5). More of these tumors resembled HER2-positive tumors 

without showing a strictly identical profile. HER2-negative carcinomas showed heterogeneous 

profiles among them, without identified cluster formation. 

 

Analysis of MAPK signaling pathway, interested 190 genes, found HER2-low 

carcinomas forming a heterogeneous category with the presence of two different tumor 

clusters (Figure 6). HER2-negative tumors showed more diverse transcriptomic profiles. HER2-

positive cancers had a homogeneous transcriptomic profile of their own, with specific 

expression of certain genes distinguishing them from other cancers. 

 

Overall, HER2-low cancers were characterized by the presence of two distinct 

transcriptomic clusters, related to the coexistence of HER2 1+ and DE tumors. 
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HER2-double equivocal: whole transcriptome and PI3K-AKT, JAK-STAT and MAPK pathways 

In whole transcriptome analysis, DE carcinomas showed a comparable profile to WA 

carcinomas (Figure 3). HER2 0+ and HER2 1+ tumors were similarly positioned on this pathway 

and seemed to express genes in common inducing a similar behavior. HER2 3+ carcinomas 

were strongly distinguished from the other groups and had their own gene expression 

inducing a specific behavior of these tumors.  

 

Analysis of the PI3K-AKT signaling pathway highlighted the presence of a gene 

expression cluster formed by DE and WA carcinomas, which had a similar but not identical 

behavior (Figure 4). WA cancers appeared to be quite similar to HER2 3+ tumors. HER2 3+ 

carcinomas showed a homogeneous profile among them with a specific gene expression, 

unique to these tumors. HER2 0+ and HER2 1+ tumors expressed genes in common. 

 

On JAK-STAT pathway study, DE cancers appeared to have a similar profile to WA 

tumors (Figure 5). HER2 3+ cancers had a profile closer to the DE and WA groups than to the 

other pathways, forming a common spectrum. HER2 0+ and HER2 1+ tumors obtained more 

heterogeneous profiles, without a well-formed cluster, unlike on PI3K-AKT pathway. 

 
Figure 5. Principal component analysis of JAK-STAT pathway between HER2-double equivocal 

and 4 control groups (A) and HER2-low and two control groups (B). Heatmap of JAK-STAT 

pathway between all the groups (C).  

 

On analysis of MAPK pathway, DE and WA cancers were similar to some HER2 3+ 

carcinomas, which overall showed a homogeneous transcriptomic profile apart from specific 
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expression of some genes (Figure 6). HER2 1+ and HER2 0+ tumors showed more diverse 

transcriptomic profiles, without cluster formation of gene expression. 

 

In total, DE breast cancers showed a transcriptomic profile close to that of WA tumors.  

 
Figure 6. Principal component analysis of MAPK pathway between HER2-double equivocal and 

4 control groups (A), HER2-low and two control groups (B) and according with presence of 

activating mutation on AKT pathway (C). Heatmap of MAPK pathway between all the groups 

(D).  

 

Analysis of global gene expression and phenotypic profiles within the different pathways 

 

A gene set enrichment analysis (ssGSEA) was performed to determine whether 

different groups of HER2 tumors have significantly different gene expression profiles. This 

analysis assesses several defined genes to detect small changes in their expression that may 

explain different expressions within biological pathways. The presence of each gene in a 

pathway was collected and assigned a score reflecting its importance in that pathway. Analysis 

of a group of genes allows to highlight different profiles, whereas a small variation in the 

expression of an individual gene does not allow it. Expression of all the genes composing a 

biological pathway was analyzed to know its influence on the activation of this pathway, for 

each HER2 expression group. Overall results are shown in Figure 7. 

 

There was a significant difference in gene expression between HER2-negative and 

HER2-positive carcinomas within the three pathways. There was a stronger activation of all 

three pathways in HER2-negative tumors, with a decreasing gradient to HER2-positive 

carcinomas. HER2-low carcinomas were significantly different from HER2-positive tumors on 

PI3K-AKT and MAPK pathways (p=0.001 and p<0.001, respectively), activating these pathways 

more strongly by the presence of different gene expression. No significant difference was 
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demonstrated between HER2-negative and HER2-low tumors, in favor of a similar overall gene 

expression activating the different pathways in the same way. 

 

Detailed analysis of the 5 groups showed similar profiles between HER2 0+ and HER2 

1+ tumors (expression of the same genes on the same pathways). On PI3K-AKT pathway, HER2 

3+ carcinomas had a lower activation than the other groups (p=0.03) related to a different 

gene expression activating this pathway less. Same result was found for MAPK and JAK-STAT 

pathways (p<0.001 and p=0.005 respectively). Within each of three pathways, DE tumors 

showed a gene enrichment score close to that of WA cancers (common gene expression), with 

activation of the different pathways of similar intensity. 

 
Figure 7. Single-sample Gene Set Enrichment Analysis (ssGSEA) between all the groups and 

according with presence of activating mutation on AKT pathway in the three pathways (A) and 

Heatmap (B). 
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Impact of activating mutations on the whole transcriptome and the specific signaling 

pathways  

 

All previous analyses were performed by separating carcinomas with an activating 

mutation on PI3K-AKT pathway from non-mutated carcinomas.  

 

Whole transcriptome showed a cluster of profiles altered by the presence of an 

activating mutation, behaving globally in the same way whatever their HER2 classification 

(Figure 3). 

PI3K-AKT pathway found a cluster of mutated carcinomas mainly composed of HER2 

0+, HER2 1+ and DE tumors (Figure 4). Among HER2-low and HER2-negative tumors, two 

expression profiles were found depending on the presence or absence of an activating 

mutation. Mutated HER2-low carcinomas had a similar profile to HER2-negative carcinomas. 

Non-mutated HER2-low and HER2-negative carcinomas tended to be similar to HER2-positive 

cancers. These data were not significant.  

Analysis of MAPK pathway showed the same results (Figure 6). Cancers with mutations 

had a different expression profile than non-mutated cancers. 

 

Analysis of global activation of the three pathways (ssGSEA) according to the presence 

of an activating mutation showed a strong activation of signaling pathways in case of mutation 

(Figure 7). Overall activation was significantly higher in case of mutation in MAPK pathway 

(p=0.003) but not significant for PI3K-AKT pathway. However, there was a tendency for 

carcinomas with activating mutations to have a higher expression of PI3K-AKT pathway 

regardless of their HER2 status. 
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DISCUSSION  

Determination of HER2 amplification and/or expression status is central to the 

therapeutic management of breast carcinoma, for the prescription of conventional and 

emerging treatments. Therapeutic landscape now appears to be based on 3 broad categories: 

HER2-negative, HER2-low and HER2-positive. HER2-low tumors, especially DE tumors, cause 

therapeutic challenges because they do not seem to respond to conventional anti-HER2 

therapies, but new treatments currently being widely studied (promising HER2-directed 

antibody-drug conjugates ADCs) seem to offer future perspectives in preclinical settings 

leading us to better characterize this new breast cancer subtype. 

 

Most teams reported a young age of HER2-low cancers between 53 and 59 years 

(10,11,32), although Zhang and al (33) found a median age of 66.62 years, similar to ours (67 

years) and Tarantino and al (34) a median of 46 years, younger than for HER2-negative 

(median 49 years, p=0.044). Size shows a tendency to increase with HER2 amplification status, 

significantly larger in HER2-low compared to HER2-negative carcinomas in Schettini and al 

(p=0.007) (32), confirmed by Eiger and al (35) in his review of the literature and by Rossi and 

al (36) in a study gathering HER2 0+ and 1+ carcinomas on one side and 2+ NA carcinomas on 

the other. We find this trend without significant result, as did the team of Zhang and al (33). 

It is the same for DE tumors that presented an intermediate place between 0+, 1+, 2+ NA and 

2+ WA, 3+ groups (37,38). It has also been described that lymph node metastases are 

significantly more frequent in HER2-low carcinomas than in HER2-negative carcinomas 

(32,35,36). Lymph node status of DE tumors is more debated with studies, including ours, 

finding no significant difference with other groups (37) and others finding more node invasion 

in DE carcinomas compared to 0+ and 1+ carcinomas (38–40) and in amplified carcinomas 

compared to DE tumors (41). A modified Elston and Ellis SBR histopronostic grade 

intermediate between HER2-negative and HER2-positive cancers has been described 

(32,33,35,36,42), which is consistent with our results highlighting a significant difference 

between the grades of HER2-low and HER2-positive carcinomas. This seems to be partly 

explained by the presence of a significantly lower mitotic score and mitotic index than HER2-

positive tumors in our cohort. Indeed, Ki67 proliferation index appears higher in HER2-low 

compared to HER2-negative (35), and we show in our study a lower Ki67 in HER2-low cancers 

than in HER2-positive ones. However, these data are discordant. Li and al, Tarantino and al 

and Schettini and al (32,34,43) do not find significant data while Denkert and al (44) find a 
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higher index in HER2-negative (p<0.0001), corroborated by Zhang and al (33). Rossi and al (36) 

showed a higher expression of the proliferation index in HER2 2+ NA carcinomas than in HER2 

0+ and 1+ carcinomas. DE carcinomas show an increase in mitoses and Ki67 proliferation index 

with HER2 amplification status (37,38,45), significant in our cohort between DE and HER2 0+ 

and 1+ carcinomas. Therefore, histopronostic grade SBR modified by Elston and Ellis 

presented also an intermediate place between 0+, 1+, 2+ NA and 2+ WA, 3+ groups (38,41,46), 

which we also find. Finally, we found similar TILs rates between the different groups in HER2-

low and DE groups, in agreement with the results of Schettini and al, Denkert and al and Wang 

and al (32,44,46). 

Due to the exclusivity of our DE carcinomas to be HR+, we chose to select only HR+ 

carcinomas. However, this is consistent with the whole studies of HER2-low carcinomas that 

report a large majority HR+ status (32,33,35,36,42,47). Modi and al (10) conducted the 

princeps study on efficacy of Trastuzumab-Deruxtecan in metastatic HER2-low carcinoma and 

found 87% HR+. Agostinetto and al (48) performed a retrospective observational study of all 

HER2-low carcinomas identified in TCGA (The Cancer Genome Atlas), which represents 51% of 

tumors enrolled (n=410), and found 336 HR+ cancers, or 82% in total, in agreement with the 

data of Tarantino and al (34), which showed 85% of HR+ tumors compared with 71% in HER2-

negative tumors (p=0.005). In Li’s study (43), the proportion of HR+ tumors was significantly 

higher in HER2-low than in HER2-negative tumors (77.8% vs. 69.2%, p<0.001), even more so 

in tumors with IHC 2+ staining (82.9%). Regarding DE carcinomas, the majority profile 

described in the literature is in agreement with the one we found with a predominant HR+ 

status (40,45,46,49,50). Finally, no difference in clinico-pathological features was found 

between HER2-low and HER2-negative HR+ tumors in Zhang and al (33) on a cohort of 87 

HER2-low breast cancers, which is consistent with our data. 

Prognosis of HER2-low versus HER2-negative and HER2-positive tumors is debated in 

the literature with controversial results. Some studies highlight an intermediate prognosis of 

HER2-low between HER2-negative and HER2-positive (35,38,42,46). Others describe a better 

prognosis of HER2-low cancers compared to HER2-negative ones linked to longer survival 

(43,44). Some find no difference in survival between HER2-low and HER2-negative groups 

(32,34,37,40,45,51). Prognosis also varies according to HR status with a better prognosis in 

case of positive status (43,48). The same is true for treatment response as the efficacy of T-

DXd seems to differ according to HR status: the objective response rate (ORR) of HER2-low 
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HR+ tumors is better than in case of HR- status and similar between HER2-low 1+ and 2+ 

tumors (10). 

This would suggest heterogeneity within HER2-low tumors, notably related to 

hormonal status, although their profile tends towards a less aggressive behavior compared to 

HER2-positive tumors, with a clinico-pathological profile very similar to HER2-negative 

cancers. 

The same trend seems to emerge for DE tumors which tend to be closer to non-

amplified carcinomas than to amplified carcinomas from a clinico-biological and prognostic 

point of view, while maintaining an intermediate profile. 

 

Today, in addition to classical histological analysis, molecular and transcriptomic data 

are becoming increasingly important in breast cancer treatment. Currently, the biology of 

HER2-low breast cancers remains poorly understood and the analysis of their genomic profile 

is still under investigation. It remains unclear whether HER2-low cancers have a distinct 

biological profile from HER2-negative cancers and are an independent prognostic factor. 

Recently, study of prognostic molecular signatures by PAM50 has been performed by 

two teams, finding discordant results according to hormonal status. Schettini and al and 

Agostinetto and al (32,48) found heterogeneous signatures in HER2-low group with luminal A 

(representing 50-60% of HER2-low), luminal B (25-30% approximately), basal-like (13-18%) 

and finally HER2-enriched (3-4%) profiles. More precisely, Schettini and al (32) demonstrated 

a differential distribution of certain genes between HER2-low and HER2-negative tumors with 

a significant upregulation of luminal genes associated with a downregulation of basal-like 

proliferation genes in HER2-low tumors compared to HER2-negative tumors. This difference 

was maintained in HR+ tumors. In contrast, Agostinetto and al (48) found a significant 

difference between HER2-low and HER2-negative HR- cancers while the result was 

nonsignificant in the HR+ subgroup, supporting similar biology between HER2-low HR+ and 

HER2-negative HR+ tumors. More recently, Zhang and al (33) used two different molecular 

tests: MammaPrint (a 70-gene risk of recurrence assay) and BluePrint (a 80-gene molecular 

subtyping assay) and found a similar molecular profile with a majority of HER2-low luminal A 

tumors (65.5%), followed by luminal B (28.8%), basal-like (4.6%) and HER2-enriched (1.1%). 

No results were significant after adjustment for hormonal status, positive and negative. 

PIK3CA mutations are present in approximately 25-45% of luminal A and B cancers, 

whereas they account for only 9% of carcinomas classified as basal-like (52). Our mutation 
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rate is significantly higher in HER2-low than in HER2-positive cancers (27 mutations 43.5% vs 

5 mutations 11.6%), without significant difference between HER2-low and WA tumors. 

Concerning DE carcinomas, 8 PIK3CA mutations (36.4%) were observed against only one in the 

HER2 3+ group, most occurred in cancers with reassuring clinico-pathological data (small size 

pT1, absence of lymph node metastasis pN0, absence of vascular emboli and low 

histopronostic grades). Most meta-analyses note a strong tendency for PIK3CA-mutated 

carcinomas to have a HER2-negative HR+ phenotype (53–56). However, few studies 

specifically addressing PIK3CA mutations in HER2-low carcinomas have been found. These 

mutations are consistently described as a favorable prognostic factor: low histopronostic 

grade SBR modified by Elston and Ellis (55–59), occurrence at advanced age (56,58), absence 

of lymph node invasion (56,58), small tumor size (55,56,60), and low proliferation index (Ki67) 

(55,61). These parameters agreed with ours, in favor of a rather low-grade clinico-pathological 

profile of PIK3CA-mutated HER2-low carcinomas although these notions need to be confirmed 

on larger studies. 

These good prognostic data were similar to those of HER2-negative carcinomas, which 

explains the lack of significant difference between the two groups with similar mutational 

rates in our study. However, other studies point to a more pejorative character with significant 

associations between PIK3CA mutations and aggressive factors such as high grade (62), strong 

Ki67 index (62), N+ status (62,63), presence of neoplastic vascular emboli (62) and increased 

tumor size (59,62,64). Survival data are also variable between teams with significantly shorter 

recurrence-free survivals in case of PIK3CA mutations (62,64) while other authors present a 

better overall survival (56,58,65,66) associated with a longer time from primary tumor to 

metastasis. Denkert and al (44) found a significant difference in the prevalence of PIK3CA 

mutations between the HER2-negative and HER2-low groups (16.3% and 24.8% respectively, 

p=0.018), with no significant result in the HR+ subgroup, a trend that we also found without 

significant link. 

Regarding TP53 mutations, Denkert and al (44) unexpectedly found a reduced number 

of mutations in HER2-low cases compared to HER2-negative, including in HR+ subgroup. Our 

results show a similar rate of TP53 mutations between these two groups, significantly different 

from HER2-positive and WA. These mutations interested more aggressive profiles than the 

average HER2-low carcinomas (Elston and Ellis modified SBR histopronostic grades II and III 

and higher Ki67 proliferation indexes). These results require further studies to better 

characterize their mutational background which seems to differ. However, a low number of 



 

77 
 

TP53 mutations could partly explain the better survival of HER2-low tumors. This supports the 

hypothesis of a very similar molecular profile between HER2-low and HER2-negative tumors 

and more distant between HER2-low and HER2-positive cancers. For DE carcinomas, a single 

TP53 gene mutation appeared that did not allow a specific molecular profile to be drawn up. 

We found no significant difference on AKT1 and PTEN mutations between groups, 

which can be explained by the low rate of mutations present. AKT1 mutation is described as 

having a poor prognosis (67–69) linked to resistance to different therapies, including hormonal 

therapy by activation of MAPK pathway (EGFR and KRAS mutations) (52). Similarly, PTEN 

mutation induces stimulation of tumor development with more aggressive behavior (70,71) 

and presence of BRCA1/2 mutations was described as more frequent in HER2-negative 

cancers compared to HER2-low cancers in GeparOcto trial (44). A larger cohort of HER2-low 

cancers would be needed to study the prognostic significance of these mutations. 

Given that majority of HER2-low tumors are HR+, the development of hormone 

resistance via the previously described mutations could be increased. Moreover, PIK3CA 

mutations and underlying signaling pathway involving AKT1 and mTOR are linked to resistance 

to chemotherapy, hormonal therapy (60,68,72,73) and to anti-HER2 targeted therapies (74–

76). It would be interesting to better characterize the proportion of PIK3CA activating 

mutations in HER2-low cancers as well as to study the efficacy of inhibitory treatments of this 

pathway (pan-PI3K inhibitor such as Buparlisib; α-PI3K isoform specific inhibitor such as 

alpelisib and taselisib (77); AKT inhibitor...). Indeed, the literature review conducted by Mollon 

and al (78) highlighted an improvement in prognosis of PIK3CA-mutated carcinomas in terms 

of progression-free survival in case of combination therapy involving hormonal therapy and a 

PI3K-targeted tyrosine kinase inhibitor. Similarly, other studies have focused on this 

therapeutic approach with development of pan-PI3K inhibitor (inhibitor of all 4 PI3K class I 

isoforms: α to δ), α-isoform specific inhibitor (anti-α PI3K: alpelisib, taselisib) or AKT inhibitor 

(79–81) which could be useful in this situation. 
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Because of genomic heterogeneity within HER2-low breast cancers, it is interesting to 

investigate transcriptomics to better understand this category. 

 

First, we analyzed the ERBB2 mRNA expression profile. Our results show an increasing 

expression between the 5 immunohistochemical groups of HER2 

amplification/hyperexpression. This analysis therefore accurately reflects the results of our 

IHC technique and serves as an internal control to validate our classification into the different 

tumor groups. DE cancers have a level of ERBB2 expression very close to WA tumors, thus 

correlating transcriptomic expression with IHC 2+ protein staining. In addition, quantitative 

measurement of ERBB2 mRNA expression levels could allow for more accurate definition of 

HER2 status without inter-observer variability and thus have a place in the determination 

algorithm. 

Furthermore, we found heterogeneous expression levels within HER2-low and HER2-

positive carcinomas. This can be explained by analysis of the 5 separate groups which shows 

that WA and HER2 3+ tumors have very different expression levels and therefore not 

homogeneous within HER2-positive category. Same results are found between HER2 1+ and 

DE tumors for HER2-low category. These data do not allow to find a specific expression profile 

for new HER2 classification’s groups. In addition, we could not demonstrate a significant 

difference between HER2-low and HER2-negative tumors. This can be explained by a lack of 

power of our study, related to a small number of patients. Indeed, Schettini and al (32) 

compared ERBB2 mRNA expression level between HER2-low and HER2-negative HR+ tumors 

and reported a higher level in HER2-low, and notably higher in 2+ then 1+. Similarly, Marchio 

and al (42) found a significantly higher expression level in HER2-low tumors than in HER2-

negative tumors, with increasing levels between 1+ and 2+. Agostinetto and al (48) described 

similar results with a significantly higher ERBB2 mRNA expression level in HER2-low than in 

HER2-negative tumors, and higher in HR+ than in HR- tumors. These results may suggest a 

better response to new therapies in HER2-low 2+ (2+ NA and DE tumors) due to the need of 

some HER2 expression degree for treatment anchoring to cell surface. 

Finally, analysis of ERBB2 expression level according to the mutation status on PI3K-

AKT pathway shows a decrease of ERBB2 expression in case of activating mutation. This is 

explained by very high proportion of HER2-negative and HER2-low tumors in mutated 

carcinomas. 

 



 

79 
 

Next, we analyzed transcriptomic profiles on different intracellular signaling pathways 

according to HER2 status, by RNA-seq to quantify gene expression. It was found that HER2-

low tumors were intermediate between HER2-negative and HER2-positive groups, but closer 

to HER2-negative cancers. However, this notion must be qualified because of the presence of 

two different populations that appeared on transcriptomic profiles of the three signaling 

pathways analyzed. Indeed, HER2-low cancers are composed of DE carcinomas which seem to 

be closer to WA tumors and HER2 1+ carcinomas which tend to be closer to HER2 0+ tumors. 

Thus, different biological profiles within HER2-low group are highlighted, without a 

transcriptomic cluster specific to this category. HER2-positive carcinomas are distinguished 

from HER2-low and HER2-negative cancers by the presence of HER2 3+ cancers, which show 

their own transcriptomic behavior, i.e. expressing genes different from the other groups, 

including WA cancers. Results were more straightforward for PI3K-AKT and MAPK pathways 

than for JAK-STAT pathway due to the lower number of genes involved. Analysis of global 

expression on pathway genes shows the same data. There is a decreasing gradient of 

activation of different intracellular signaling pathways, inversely correlated to HER2 

amplification (lower activation in HER2-positive group). Indeed, HER2 0+ and 1+ tumors show 

similar activation of the three biological pathways related to the expression of the same genes. 

DE and WA carcinomas show comparable results. 

In total, three groups of breast carcinomas appear to be emerging that are different 

from the new HER2 classification: a HER2 0+ and 1+ group; a DE and WA group; and a HER2 

3+ group. The activation of signaling pathways does not seem to depend only on HER2 

amplification status but also on other mechanisms, notably related to the presence of 

activating mutations involved downstream in these different pathways. 

Indeed, our secondary analyses focused only on activating mutations of PI3K-AKT 

pathway find a stronger activation of biological pathways in case of mutations. This activation 

seems to be more intense and more efficient than the presence of HER2 

amplification/hyperexpression alone. We found three transcriptomic groups (HER2 0+ and 1+; 

DE and WA; 3+) that have different mutational rates. HER2 0+ and 1+ tumors have a high rate 

in favor of a strong activation of PI3K-AKT signaling pathway, in absence of HER2 amplification. 

HER2 3+ tumors have a low mutational prevalence. They then present a phenotypic profile 

related to a different gene expression than the other groups, secondary to HER2 amplification 

alone, and activate the different biological pathways less strongly than mutated tumors. The 

phenotypic differences in tumor cells can therefore be explained in part by the number of 
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HER2 receptors on cell surface but also by their genomic status. HER2-low cancers showed a 

heterogeneous transcriptomic profile on PI3K-AKT pathway, secondary to the presence of an 

activating mutation: mutated HER2-low cancers behaving as HER2-negative tumors and non-

mutated HER2-low cancers behaving rather as HER2-positive tumors. 

 This highlights diversity of HER2-low carcinomas and their mechanisms involved in 

intracellular signaling. Presence of an activating mutation in PI3K-AKT pathway seems to 

discriminate transcriptomic profile and thus tumor behavior of HER2-low and HER2-negative 

tumors. In majority of cases, the presence of a mutation in these two groups allows activation 

of the underlying signaling pathway and influences downstream gene expression through 

mechanisms independent of HER2 amplification at cell surface. However, no studies were 

found that looked at transcriptomic profiles of HER2-low carcinomas on these different 

biologicals signaling pathways to corroborate this. 

 

These data have many therapeutic implications. Current anti-HER2 therapies target 

HER2 receptor at cell surface. Leading Trastuzumab has several mechanisms of action, 

including HER2 degradation, inhibition of MAPK signaling pathway and of cell cycle 

progression, suppression of PI3K-AKT pathway, and ADCC-related role. NK cells recognize 

tumor cells that are coated by Trastuzumab via HER2 receptor and induce cell death (8). These 

mechanisms of action have not been shown to be sufficiently effective on HER2-low 

carcinomas, especially PIK3CA mutated ones. This could be explained by the absence of HER2 

amplification but also by the presence of more intense activation of HER2-dependent signaling 

pathways secondary to activating mutations within them. New treatments currently in 

randomized phase III trials include topoisomerase I inhibitors, which are intercalating agents 

that inhibit DNA synthesis by inserting themselves between two adjacent bases and thereby 

causing structural changes that prevent transcription and replication of DNA. These 

treatments require a low expression of HER2 on cell surface to allow it to bind and target 

tumor cell. After binding, the complex is internalized to induce cell death by apoptosis. 

Because of HER2 supra-physiological expression in HER2-low carcinomas, this type of 

treatment appears promising and that independently of PIK3CA mutation. In addition, 

presence of elevated PIK3CA mutation in HER2-low tumors may raise questions about efficacy 

of inhibitors of this pathway (PI3K inhibitors). 
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However, our study has some limitations. It is a retrospective monocentric design, 

with associated potential biases. However, to our knowledge, this is the first study focused 

on comparison of molecular and transcriptional profiles of HER2-low breast tumors, 

analyzing the main intracellular signaling pathways related to HER2. Further studies with 

larger cohorts would be needed to support transcriptomic data of HER2-low breast cancers. 

 

CONCLUSIONS 

In this study, we investigated HER2-low carcinomas, an emerging entity representing 

more than half of all breast cancers. This emergence is secondary to appearance of new 

therapeutic strategies that could be effective on this group but not on HER2-negative. 

Therefore, we wanted to characterize this group clinico-pathologically and molecularly and 

we took the opportunity to also look at DE tumors. We have seen that HER2-low tumors 

present histopathological and molecular characteristics close to HER2-negative tumors. 

Transcriptomic profiles of these two groups of cancers depend largely on the presence of an 

activating mutation in PI3K-AKT pathway. Majority of these carcinomas have a mutation 

causing strong activation of all three intracellular signaling pathways. Presence of an 

activating mutation at this level, downstream of HER2 receptor, appears to be more 

important in determining tumor behavior than HER2 amplification status. It is known that 

presence of a PIK3CA mutation implies resistance to hormonal therapy and to classical anti-

HER2 therapies. These data could help to explain differences in efficacy of conventional and 

innovative treatments, including new antibody-drugs conjugates (T-DXd and Trastuzumab-

Duocarmazine) in mutated tumors (HER2-negative and HER2-low). They also raise the 

question of the place of PI3K-AKT pathway inhibitors in these HER2-low tumors. 
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SUPPLEMENTARY TABLE S1 

Table S1. Antibodies and details of immunohistochemistry analyses performed in the present 

study 

Antibodies Clone Dilution Antigen 

retrieval 

Detection Kit Manufacturer Automatic 

stainer 

Staining pattern 

ER SP1 Prediluted TBE pH 8.4 Ultraview DAB Roche (Ventana) Benchmark XT Nuclear 

PR 1E2 Prediluted TBE pH 8.4 Ultraview DAB Roche (Ventana) Benchmark XT Nuclear 

HER2 4B5 Prediluted TBE pH 8.4 Ultraview DAB Roche (Ventana) Benchmark XT Membranous 

Ki67 MIB-1 1/50 TBE pH 8.4 Ultraview DAB Agilent (Dako) Benchmark XT Nuclear 

ER: estrogen receptor; HER2: human epithelial growth factor receptor 2; PR: progesterone receptor; TBE: Tris-borate-EDTA. 
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SUPPLEMENTARY TABLE S2 

Table S2. Details of FISH (Fluorescent In Situ Hybridization) analyses performed in the present 

study 

 

ZytoLight ® SPEC ERBB2/CEN 17 Dual Color Probe 

 

 

 

 

 

Backgrou nd 

The ZytoLight ® SPEC ERBB2/CEN 17 

Dual Color Probe is designed for the 

detection of ERBB2 gene amplification 

frequently observed in solid malignant 

neoplasms e.g. breast cancer samples. 

The ERBB2 gene (a.k.a. HER2 and NEU) is 

located in the chromosomal region 17q12 

and encodes a 185-190 kDa transmem- 

brane glycoprotein, p185, acting as a 

cellular growth factor receptor. The p185 

protein belongs to the EGFR (epidermal 

growth factor receptor) subgroup of the 

RTK (receptor tyrosine kinase) superfam- 

ily also including EGFR (ERBB1, HER1), 

ERBB3 (HER3), and ERBB4 (HER4). 

Amplification of the proto-oncogene 

ERBB2, observed in approximately 20% of 

all breast cancer samples, has been cor- 

related with a poor prognosis of the dis- 

ease. Similar results have been obtained 

for a variety of other malignant neoplasms 

e.g. ovarian cancer, stomach cancer, and 

carcinomas of the salivary gland. 
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Probe Description 

The SPEC ERBB2/CEN 17 Dual Color 

Probe is a mixture of an orange fluoro- 

chrome direct labeled CEN 17 probe 

specific for the alpha satellite centro- 

meric region of chromosome 17 (D17Z1) 

and a green fluorochrome direct labeled 

SPEC ERBB2 probe specific for the chro- 

mosomal region 17q12-q21.1 harboring 

the ERBB2 gene. 
 

 
Ideogram of chromos o m e 17 

indicating the hybridization locations. 
 

 
SPEC ERBB2 Probe map (not to scale). 

 
Results 

In a normal interphase nucleus, two or- 

ange and two green signals are expected. 

In a cell with amplification of the ERBB2 

gene locus, multiple copies of the green 

signal or green signal clusters will be 

observed. 
 

 
Normal interphase cel ls, 

ERBB2 (green), CEN 17 (orange). 

   

   
 

ERBB2 

HUMUT6435 
5’    3’ 

 

 

ERBB2 

~610 kb 
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SUPPLEMENTARY TABLE S3 
 

Table S3. Pathogenic variants of genes identified in the three groups by DNA-sequencing 

Gene Variants Consequence HER2-low HER2-
negative 

HER2-
positive 

PIK3CA p.(Arg108His) Missense 1 0 0 
 p.(Glu110del) Deletion in frame 0 0 1 
 p.(Glu365Lys) Missense 0 0 1 
 p.(Glu453Lys) Missense 1 0 0 
 p.(Glu542Gln) Missense 1 0 0 
 p.(Glu542Lys) Missense 4 0 1 
 p.(Glu545Lys) Missense 2 3 1 
 p.(Gly1049Arg) Missense 1 0 0 
 p.(Gly118Asp) Missense 1 0 0 
 p.(His1047Arg) Missense 9 3 1 
 p.(His1047Leu) Missense 3 0 1 
 p.(His450_Leu455del)  Deletion in frame 1 0 0 
 p.(Lys111_Ile112delinsAsn) Deletion in frame 1 0 0 
 p.(Met1043Val) Missense 0 1 0 
 p.(Val105_Arg108del) Deletion in frame 1 0 0 
 p.(Val344Met) Missense 0 1 0 
 p.(Val346Glu) Missense 1 0 0 
AKT1 p.(Glu17Lys) Missense 3 0 0 
PTEN p.(Arg378fs) Deletion - Frameshift 0 0 1 
TP53 c.920-2A>C SNV intronic 0 0 1 
 p.(Ser127Phe) Missense 0 0 1 
 p.(Arg213Arg) Synonymous 0 0 1 
 p.(Met133Lys) Missense 0 0 1 
 p.(Tyr236Asp) Missense 0 0 1 
 p.(Gly302fs) Frameshift 0 0 1 
 p.(Val272Met) Missense 0 0 1 
 p.(Arg337Cys) Missense 0 0 1 
 p.(Gln104*) Nonsense 1 0 0 
 p.(Ser185fs) - 0 0 1 
 p.(Tyr220His) Missense 0 0 1 
 p.(His179Arg) Missense 0 0 1 
 p.(His233del) Deletion in frame 0 0 1 
 p.(Ile50HisfsTer2) - 1 0 0 
BRCA2 p.(Ser1667*) - 0 0 1 
 p.(Val1283fs) Frameshift 1 0 0 
 c.8755-1G>T Splice acceptor  1 0 0 
 Tyr2601Trpfs*46 Splice donor protein 

truncated 
0 0 1 

ARID1A p.(Gln200*) / p.(Pro225fs) - 0 0 1 
 p.(Leu657HisfsTer19) - 1 0 0 
BRCA1, 
KRAS, 
NRAS, 
BRAF 

No mutation found     

SNV : single nucleotide variant 
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 TITRE DE LA THESE : LES TUMEURS MAMMAIRES HER2-LOW : ANALYSE COMPARATIVE CLINICO-PATHOLOGIQUE 

ET MOLECULAIRE DE CETTE NOUVELLE ENTITE 
 

AUTEUR : CELINE ANDRÉ 
 
RESUME : 
 
CONTEXTE: Les cancers du sein HER2-low sont une entité émergente avec l’avènement 

d’anticorps drogue conjugués. L’objectif de ce travail a été de les comparer aux cancers HER2-

negative et HER2-positive. 

 

METHODES: Il a été collecté 62 cancers HER2-low diagnostiqués entre 2007 et 2021 au CGFL, 

appariés sur le statut hormonal à 20 HER2-negative et 43 HER2-positive. Un recueil des 

données clinicopathologiques et des analyses moléculaires et transcriptomiques (DNA et RNA 

sequencing par NGS) ont été effectuées. 

 

RESULTATS: Les cancers HER2-low ont des données histopronostiques favorables comparées 

aux HER2-positive: grade faible (p=0.0034) et scores de prolifération bas (score mitotique et 

Ki67 p=0.0179 et p=0.0001), de même que comparées aux HER2 2+ faiblement amplifiés. Ils 

ont aussi plus de mutations PIK3CA (p=0.0079) en faveur d’une augmentation du taux 

mutationnel corrélée à l’absence d’amplification HER2. Un résultat inverse est retrouvé pour 

les mutations TP53 (p=0.0006). Aucune différence mutationnelle n’existe entre les HER2-low 

et HER2-negative. L’analyse transcriptomique des HER2-low retrouve un profil hétérogène: 

double-équivoque et HER2 2+ faiblement amplifiés ont une expression génique proche; HER2 

1+ ont un profil divers selon la présence d’une mutation PIK3CA, soulignant une hétérogénéité 

biologique. La mutation PIK3CA conduit à une plus forte activation des voies de signalisation 

que l’expression de HER2. 

 

CONCLUSION: La nouvelle catégorie HER2-low présente des similarités histopronostiques, 

moléculaires et transcriptomiques avec les HER2-negative. Le taux mutationnel PIK3CA élevé 

sans amplification de HER2 pourrait expliquer l’inefficacité des anti-HER2 classiques. 

 
 
MOTS-CLES : CANCER DU SEIN, HER2-LOW, HER2, IMMUNOHISTOCHIMIE, PROFIL 

MOLECULAIRE, PIK3CA, PROFIL TRANSCRIPTOMIQUE 
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