N

N

Marqueurs moléculaires et thérapies ciblées: exemple
des mutations de PEGFR et de KRAS comme
marqueurs prédictifs de réponse aux agents ciblant
PEGFR

Sandrine Dufort

» To cite this version:

Sandrine Dufort. Marqueurs moléculaires et thérapies ciblées: exemple des mutations de 'EGFR et de
KRAS comme marqueurs prédictifs de réponse aux agents ciblant 'EGFR. Sciences pharmaceutiques.
2009. dumas-00853154

HAL Id: dumas-00853154
https://dumas.ccsd.cnrs.fr/dumas-00853154
Submitted on 22 Aug 2013

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
archive for the deposit and dissemination of sci- destinée au dépot et a la diffusion de documents
entific research documents, whether they are pub- scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
lished or not. The documents may come from émanant des établissements d’enseignement et de
teaching and research institutions in France or recherche francais ou étrangers, des laboratoires
abroad, or from public or private research centers. publics ou privés.


https://dumas.ccsd.cnrs.fr/dumas-00853154
https://hal.archives-ouvertes.fr

Universite S I c D

Bibliotheques
PHARMACIE de I'UJF et de Grenoble INP

AVERTISSEMENT

Ce document est le fruit d'un long travail approuvé par le
jury de soutenance et mis a disposition de I'ensemble de la
communauté universitaire élargie.

Il n'a pas été réévalué depuis la date de soutenance.

Il est soumis a la propriété intellectuelle de I'auteur. Ceci
implique une obligation de citation et de référencement
lors de |'utilisation de ce document.

D’autre part, toute contrefacon, plagiat, reproduction illicite
encourt une poursuite pénale.

Contact au SICD1 de Grenoble : thesebum@ujf-grenoble.fr

LIENS

Code de la Propriété Intellectuelle. articles L 122. 4
Code de la Propriété Intellectuelle. articles L 335.2- L 335.10

http://www.cfcopies.com/V2/leg/leg_droi.php
http://www.culture.gouv.fr/culture/infos-pratiques/droits/protection.htm



Université JOSEPH FOURIER

Faculté de PHARMACIE de GRENOBLE

Année : 2009 These n°

Margueurs moléculaires et thérapies ciblées : exeng
des mutations de IEGFR et deKRAS comme marqueurs

prédictifs de réponse aux agents ciblant 'TEGFR

Mémoire du Dipldme d’Etudes Spécialisées
Discipline Pharmacie Spécialisée

Conformément aux dispositions du décret n°90-810@septembre 1990, tient lieu de

THESE

Présentée a la Faculté de Pharmacie de Grenoble
Et soutenue publiguement le 15 avril 2009
Pour obtenir le grade de DOCTEUR EN PHARMACIE

ParSandrine DUFORT
Née le 29 octobre 1980 a Cherbourg (50)

Devant le jury interrégional composé de :

Président Monsieur le Pr Patrice Faure

Membres. Madame le Dr Juliette Vergnaud
Monsieur le Pr Denis Moro-Sibilot
Madame le Pr Sylvie Lantuejoul

Madame le Dr Florence de Fraipont (directeur @ésdh



SRENVBLY 3

de PHARMACIE

de GRENOBLE

SCTENCES TECHNOLOGIE SANTE

UNIVERSITE JOSEPH FOURIER
FACULTE DE PHARMACIE DE GRENOBLE
Domaine de la Merci 38700 LA TRONCHE

Doyen de la Faculté : Mme le Professeur Renée GRILLOT

Vice -Doyen : Mme Edwige NICOLLE

Amnée 2008-2009

Riise & jour : le 6 octobre 2008

DE PHARMACIE

IRS A I UFFE

BAKRI Aziz Pharmacie Galénique et Industrielle, Formulation et Procédés
Pharmaceutiques (LR)

BOUMENDJEL Ahcéne Chimie Organique (D.P.M.)

BURMEISTER Wilhelm Physique (U.V.H.C.I)

CALOP Jean Pharmacie Clinique (CHU)

DANEL Vincent Toxicologie (CHU SAMU-SMUR)

DECOUT Jean-Luc Chimie Inorganique (D.P.M.)

DROUET Emmanuel Immunoclogie / Microbiologie (U.V.H.C.I)

FAURE Patrice Biochimie (DBI / CHU)

FAVIER Alain Professeur Emérite

GODIN-RIBUOT Diane Physiologie — Pharmacologie (HP2)

GRILLOT Renée Parasitologie - Mycologie Médicale (Directeur UFR et CHU)

MARIOTTE Anne-Marie  Pharmacognosie (D.P.M.)

PEYRIN Eric Chimie Analytique (D.P.M.)

SEVE Michel Biotechnologie (CHU / CRI IAB)

RIBUOT Christophe Physiologie - Pharmacologie (HP2)

ROUSSEL Anne-Marie  Biochimie Nutrition (L.B.F.A)

WOUESSIDJEWE Denis Pharmacotechnie (D.P.M.)




PROFESSEURS ASSOCIES (PAST)

CHAMPON Bernard Pharmacie officine
RIEU Isabelle Qualitologie (CHU)
TROUILLER Patrice Santé Publique (CHU)

PROFESSEUR AGREGE (PRAG)

GAUCHARD Pierre Alexis Chimie Inorganique (D.P.M.)

CHU : Centre Hospitalier Universitaire

DPM : Département de Pharmacochimie Moléculaire

HP2 ; Hypoxie Physiopathologie Respiratoire et Cardiovasculaire
LBFA : Laboratoire de Bioénergétique Fondamentale et Appliquée
LCIB : Laboratoire de Chimie Inorganique et Biologie

LR : Laboratoire des Radio pharmaceutiques

PAST : Professeur Associé a4 Temps Partiel

PRAG : Professeur Agrégé

UVHCTI: Unit of Virus Host Cell Interactions




UFR

de PHARMACIE

BRERLFLE 3

FF

de GRENOBLE

JOSEPH FOURIER

SCIENCES, TECHNOLOGIE.SANTE

UNIVERSITE JOSEPH FOURIER
FACULTE DE PHARMACIE DE GRENOBLE
Domaine de la Merci 38700 LA TRONCHE

Doyen de la Faculté : Mme le Professeur Renée GRILLOT
Vice -Doyen : Mme Edwige NICOLLE

Annde 20082089

ALDEBERT
ALLENET
BATANDIER
BRETON
BRIANCON-MARJOLLET
BUDAYOVA SPANO
CAVAILLES
CHOISNARD
DELETRAZ-DELPORTE
DEMEILLIERS
DURMORT-MEUNIER
ESNAULT

GEZE

GERMI

GILLY

GROSSET
HININGER-FAVIER
JOYEUX-FAURE
KRIVOBOK
MOUHAMADOU
MORAND

MELO DE LIMA
NICOLLE

PINEL

RACHIDI

RAVEL

RAVELET
RICHARD

SOUARD
TARBOURIECH
VANHAVERBEKE
VILLET

Delphine
Benoit
Cécile
Jean
Anne
Monika
Pierre
Luc
Martine
Christine
Claire
Danielle
Annabelle
Raphaéle
Catherine
Catherine
Isabelle
Marie
Serge
Bello
Jean-Marc
Christelle
Edwige
Claudine
Walid
Anne
Corinne
Jean Michel
Florence
Nicolas
Cécile
Annick

Parasitologie - Mycologie (L..A.P.M)
Pharmacie Clinique (ThEMAS TIMC-IMAG / CHU)
Nutrition et Physiologie (L.B.F.A / CHU)
Biologie Moléculaire / Biochimie (L.C.L.B)
Physiologie Pharmacologie (HP2)
Biophysique (U.V.H.C.I)

Biologie Cellulaire et génétique (L.A.P.M)
Pharmacotechnie (D.P.M)

Droit Pharmaceutique Economie Santé
Biochimie (N.V.M.C)

Biotechnologies (1.B.S.)

Chimie Analytique (D.P.M.)
Pharmacotechnie (D.P.M.)

Microbiologie (I.V.H.C.I. / CHU)

Chimie Thérapeutique (D.P.M.)

Chimie Analytique (D.P.M.)

Biochimie (I..B.F.A)

Physiologie —Pharmacologie (HP2)
Biologie Végétale et Botanique (L.C.B.M)
Cryptogamie, Mycologie Générale (L.E.C.A)
Chimie Thérapeutique (D.P.M.)
Probabilités Biostatistiques (LE.C.A)
Chimie Organique (D.P.M.)

Parasitologie - Mycologie Médicale (CIB / CHU)
Biochimie (L..C.1.B)

Chimie Analytique (D.P.M.)

Chimie Analytique (D.P.M.)

Service Accueil Handicap (Direction)
Pharmacognosie (D.P.M)

Biophysique (U.V.H.C.L)

Chimie organique (D.P.M.)

Chimie Analytique (D.P.M.)




ENSEIGNANTS ANGLAIS

COLLE Pierre Emmanusl Maftre de Conférence
FITE Andrée Professeur Certifié
GOUBIER Laurence Professeur Certifié
ATER
1 ATER RECHOUM Yassine Immunologie / DMBMT
1 ATER GLADE Nicolas Biophysique
2 ATER RUTA Joséphine Chimie Analytique
I ATER NZENGUE Yves Biologie cellulaire / DMBMT
1 ATER ELAZZOUZI Samira Pharmacie Galénique
1 ATER VERON Jean Baptiste Chimie Organique
1 ATER HADJ SALEM Jamila Pharmacognosie
¥ ATER REINICKE Anne Teresa Pharmacologie
1 ATER CHENAU Jérome DMBMT
1 ATER NASER EDDINE Abeer Anglais

ATER : Attachés Temporaires d’Enseignement et de Recherches

CHU : Centre Hospitalier Universitaire

CIB : Centre d’Innovation en Biologie

DPM : Département de Pharmacochimie Moléculaire

DMBMT : Département Mécanismes Biologiques des Maladies et des Traitements
HP2 : Hypoxie Physiopathologie Respiratoire et Cardiovasculaire

IAB : Institut Albert Bonniot, Centre de Recherche « Oncogenése et Ontogenése »
IBS : Institut de Biologie Structurale

LAPM : Laboratoire Adaptation et Pathogendse des Microorganismes

LBFA : Laboratoire de Bioénergétique Fondamentale et Appliquée

LCBM : Laboratoire Chimie et Biologie des Métaux

LCIB : Laboratoire de Chimie Inorganique et Biologie

LECA : Laboratoire d’Ecologie Alpine

TIMC-IMAG : Laboratoire Technique de I’Imagerie, de la Modélisation et de Cognition
UVHCT: Unit of Virus Host Cell Interactions




Remerciements

REMERCIEMENTS

Jadresse mes premiers remerciements au Professeur Alatn Favier pour m avorr
accueillie au sein du Département de Biologe Intégrée du (HU de Grenoble et pour m avory
consetllée tout au long de mon cursus,

Je remercie le Docteur Marre-Jeanne Richard, pour m avorr accueillie au sein de
[Unité Fonctionnelle de Cancérologee biologigue et Biothérapes, et pour m avory permis dy
réaliser ce traval, Merct pour Ses remargues, Loujours entichissantes.

Je remercie le Professeur Putrice Faure pour m avorr fart [honneur d étre le président
de mon jury. Je le remercie de m accueillir au sein du DB, ansi gue pour son soutien et sa
disponibilité. Veuillez trouver ici [assurance de mon profond respect.

Je remercie fout particulitrement le Docteur Florence de Frajpont pour m avorr
proposé de travailler avec elle tout au long de mes années d internat et pour avoir accepté
d'étre le directenr de cette thése. Je la remercie pour son encadrement, sa gentillesse, sa
patience, son soutien et sa disponibilité sans jfaille.

Merct @ eux. pour la confiance qu ils m ont toufours accorde et pour la chance gu 15
ont su me donner.

Je remercie le Docteur Jultette Vergnaud o avoty accepté de jfaire partie de mon jury
de these. Veuillez trouver ici [expression de ma gratitude.

Je remercie le Professeur Denis Moro-Sibilot de m avorr fait [ honneur de participer @
mon jury de theése. Veuslles trouver ici [expression de ma profonde reconnaissance,

Je remercie le Professeur Sylvie Lantueioul d avory accepté de jaire partie de mon jury
de thése pour puger mon travarl, Veuillez trouver ict [expression de ma gratitude.

Je remercie Valérie, technicienne 85 Séquengage, pour m avoir mitiée au séquengage
lorsque je suts arripée au laboratoire. Je la remercie pour son aile, ses conseils, toutes les
fheures passées d punjier, sa gentillesse et sa bonne fumeur sans faille.

Je ne saurais oublier toutes les techniciennes de UF Cancérologie biologigue et
Brothérapies, Odile, Maryse, Monigue, Jacquorte et Fmilie, pour leur gateté. Je les remercie
pour la bonne fhumeur qui régne au laboratoire et gui rend les conditions de travail bien

agréables.




Remerciements

Je remercie mes parents pour avorr jait de mot ce que je suis aujourd fui. Merci pour
VOLTE Confiance et pour m avorr laissé suiyre ma route tout en m épaulant, et ce malgré la
distance qui nous sépare.

Je remercie Mathien, mon < f76rot », pour son soutien et pour tous les bons momernts
PaSSEs, preésents et d ventr. Je serai toujours ld pour tu.

Je remercie les Asprraliennes et les Asprraliens pour faire vivre la jfiliére Pharmacie
Spécalisée dans la région Rfione Alpes. Je les remercie pour lenr soutien et pour tous leurs
conseils. A Sandrine, Caroline Soline, Paul Xavier, Delphine, Marie-Laurence, Julia, (éline,
Severine et les autres.

Je remercie ma _jamille et mes amis pour leur gentillesse, leur soutien et leurs
encouragements. A ma grand-mére, Martine et Jacques, Annick et Bernard, Agathe et
Philippe, Sandrine et Emmanuel, Mélante, Damien, Odile, Cyr, Claire et tous ceux qui
cherchent désespérément leur nom dans ces lygnes.

II




SOMMAIRE




Sommaire

SOMMAIRE
Index des illustrations
Abréviations
INTRODUCGCTTION ..ottt ee et es e et e e e e aeteesaareeesseeessereeseereeseresesraeenrees 1
REVUE BIBLIOGRAPHIQUE ...................................................................................... 2
Premiére partie : Les cancers broncho-pulmonaires.............c.cococovveninnnccnnee, 2
Chapitre 1 : Epidémiologie des cancers broncho-pulmonaires............coocovvvevvevvenneenen 2
1 . DONNEES CHIfTTEES tuvviiiivieeiiie ettt e vt e eeaaeres 2
2 . Les facteurs EtOlOIQUES.....ccvvriiriereeieieiirreeieereerire e e e srrereerere s sneessneeereeans 2

Chapitre 2 : Classifications histologigue et pathologique des cancers broncho-

PUIMIONAIIES ..ooiviiiiiiiiiienii ettt e en e e st e r e et re e nees 4
1 . Classification hiStOlOZIQUE .......covvieriiiiiiieiniiiiiiie e e seenee s 4

1.1. Les Carcinomes Broncho-pulmonaires a Petites Cellules.................... 4

1.2. Les Carcinomes Broncho-pulmonaires Non a Petites Cellules ............ 5

1.2.1 . Les carcinomes malpighiens ..........c.ccoevvverenieirriineiininiienenseesiennns 5

1.2.2 . Les adénocarcinommes....c..evveeerureeerreesreeienineesinnressnsessseessrsesmesens 5

1.2.3 . Les carcinomes & grandes cellules........c.ccccovvvveriiiinieeiiniee e 6

2 . Classification pathologique pTNM.......ccccccvvinieierioniiieniiiniens e reeeerareeaas 6
Chapitre 3 : Prise en charge thérapeutique des CBNPC.............ccccccvivviivenninncennnen, 7
1. LA CHITUIZIC 1vvieieiiiiieieeinieeeriiie s et e s rneeeesssnnreee e s snnraesssnntaesesssnbeessssseasensnnenans 7

2 . Laradiothérapie.....ccoivvierieeinieeiniee ettt etb e s sre s s 8

3 . La chimioth@rapie .....cocccvviviiiiiiriiee et ra e 9

3.1. Les chimiothérapies conventionnelles .........covueevvieiienivereiiiinenninnnns 9

3.2, Les thérapies CibIEes.......cc..ccvuevivriiiiiiiiiee s scireeesnee s e 9

. Deuxiéme partie : Les cancers colorectauX...........occooveiiiinininniccnnneneneen, 11
Chapitre 1 : Epidémiologie des cancers colorectauX ..........ccccceeervveereennieririiererencnenss 11
1. DoNNEes ChIffIEES ..ecoovreeiirieirerieeiie e e 11

2 . Les facteurs StioloZIQUES...cveiimrirrrieriiieeeiienirireeireessrae e s e es e eeereees 12

11




Sommaire

Chapitre 2 : Dépistage et diagnostic des cancers colorectaux ............ccoocveevrennirennnn 13
1 . Le dépistage des cancers COIOTECTAUX ..vvevvivrreriiiiiiiienecvrreireeeesireeeesrreesanaes 13
2 . Le diagnostic des cancers COlOTECtaAUX ...cvvevvvrviiiiriiiieieeeesiiireeeessrreressrneese e 13

Chapitre 3 : Classifications histologique et pathologique des cancers broncho-

PUIMONAIIES ..oooviiiiiiiiieeie ittt et r e e e 15
1 . Classification histologique selon POMS .......c.ooiiiiiiiiiriiieeiiree e, 15

1.1 . LeS AdENOCATCINOMES .........ovuveeiiiseiiiriisiineeiiiesinreeesieesesseessesesiaennas 15

1.2 . Les formes histologiques particuliéres ..................cc...cocceevviiierieninn, 15

2 . Classification pathologique pPTNM......cccoiviriiriiieniienrec e eiie e e 16
Chapitre 4 : Prise en charge thérapeutique des cancers colorectaux........................ 17
1. LA ChITUIZIE .vveeieeeiiiie ettt ettt e s st e e e s st nr e s s ssntn e e s sarnresnanaeess 17

A O 7 s U011 1TS54 1 (S USRPPP 18

3. La chimiothérapie .........ccovierriieriienie et 19

3.1. Molécules anti-tumorales conventionnelles..............cccucevuvvreerenannns 19

3.2, Les thérapies CIBIEEs..........covvvceeviiiriieiiieieieeiieesveesve e ee e 20

Troisiéme partie : Du récepteur a PEGF aux thérapies ciblées.......................... 21
Chapitre 1 : Le récepteur au facteur de croissance épidermique (EGFR)............... 21
1. Lafamille de PEGFR........ccocvviiiriiiiienccriin e evesne e araaens 21

1.1, Structure des récepteurs.........c.ococvieiveiiiiiiiiiieesiiie e, 21

1.2, Les ligands des récepteurs de la famille EGFR ..............c....c........... 22

2 . Activation de 'EGFR et voies de régulation ..........ccccceeveieviiiericnenniennnnennn, 22

3 . Les fonctions de PEGFR......c.ccccoiiiinniinieeniec e e 24

3.1. Réle physiologique de 'EGEFR ..........ccocvvivvriiinieeniienivsiieniicsieaninans 24

3.2, Implication de I’EGFR dans la carcin0genese ............c...ecuvuveervvnrenn 24

3.2.1 . Rdle de 'EGFR dans la carcinogenése pulmonaire .............o........ 25

3.2.2 . Role de ’EGFR dans la carcinogenése colorectale..........ccvvvennnne.. 26

Chapitre 2 : Les thérapeutiques ciblant PEGER .............oociniiiiiiinee e, 27
1 . Les anticorps MONOCIONAUX . .......ccvevrviviiiiieiiiieniiee st 27

1.1 Le COtUXimab.........cccoovuveneiiriirci sttt ss e e s e sse e nae s 28

1.2, Le pARnTTUMUIIAD ......covvvvereiiiiiis et 30

1.3 . Tolérance aux anticorps monoclonaux anti-EGFR..........ccccocveervnnnns 30

IV




Sommaire

2 . Les inhibiteurs de tyrosine kinase (TKIS) .....cocovcveriieiinieeenieioniiierenieennenenn 30
2.1 Le EfitiNiD......ueveeeeierieeiiiiiiii it 31
2.2 LFIOHIATD. ..ot e 33
2.3, Tolérance aux TKIS.........coieiveiiiioieromeiniiieeinir e 34

Quatriéme partie : Facteurs moléculaires prédictifs de la réponse ou de la

résistance aux thérapies ciblées de PEGFR................ i 35
Chapitre 1 : Les mutations de PEGFR.............cccoooiiiiiii e 35
Chapitre 2 : Les mutations de KRAS ... 37
Chapitre 3 : Méthodes de détection des mutations de PEGFR et de KRAS.............. 38

1 . La méthode de référence : le séquengage direct........ccccvvvvvviverivreerreenrneinnen, 38
2 . Génotypage par méthode SNaPshot .........cccccoviieriiiniiniiini e 39
3. e PYTOSEQUEIICAZE ..vvvieveeireeierinieerreeenreeeensereessieresneneesssnaessnneessresnsesssnesens 40
4 . Génotypage par PCR-ASO.....cccooiiiiiiieiiiicie e 41
5. Génotypage par PCR-RELP ....ccccviiriiiriiier e e 41
6 . Génotypage par PCR en temps r€el........cccveveiieviiieiiiiieeeir e esrve e 41

6.1. A aide de sondes d Bydrolyse........ccovuiiiiievineeiiniiineesiiiereeiinee e 41

6.2 . A Daide d’amorces SCOFPIONST .......coovevevereeeereeeeeereieeeeeeeseeeesssons 42

6.3 . Courbe de fusion a haute résolution (High Resolution Melting-IHIMR)... 43

7 . Polymorphisme de conformation simple brin (single strand conformation

polymorphism, SSCP) ...cocviviiiiiiice e 43
8 . Chromatographie liquide haute performance en gradient de dénaturation...... 43
TRAVAIL DE THESE ...t s 45
Premiére partie : Le projet ERMETIC ..o 45
I L8 COMEEXLE 1einiierereiiiire ettt s e e e e e e e e et esree e e e 45
2 . Les objectifs du projet ERMETIC.........ccoiiiiiiii e 46
3. L 81UdE rEtrOSPECIVE wveveerriiiieirieeeeriieeenitiee e e strere e e s rie e reesraeieeesrnravrsnnreeenennes 46
4, L7Et0de ProSPECLIVE..euvvreiiiieiiie ettt st ste et et eseaee s nbeee s 48
5 . Discussion des résultats de I’étude ERMETIC .........cccocivivevieninnciiiienne 49




Sommaire

Deuxiéme partie: Mise au point de la recherche des mutations par

PYTOSEQUEINCAZE  .....oooeeiireeiecite ettt ettt e 51
1 . Démarche suivie pour la mise au Point.........cccvveervrereeniiearnnieneennneenneeneneenne 51

2 . Recherche des mutations du géne KRAS.........ccoicevvvvviiiiciininiieeee e 52

3 . Discussion de I’analyse du statut de KRAS par pyroséquengage............cc....... 64

4 . Recherche des mutations du g€ne EGFR ........cccvvvvviiviiiiiniiniiicirieee e oo 65

4.1 . Mutation L858R de 1’exon 21 .........ccoccevveviiiiiniiiiinineiiiniirieinesenirenns 65

4.2 . Mutation de résistance T790M de [°ex0n 20.......ccccccovcveiiaueivennannnns 66

4.3 . Délétion LREA de I’ex07 19......cccccoveviiiinisiiiisiiiieriissiessieeniesresees 67

5 . Discussion de I’analyse de mutations de ’EGFR par pyroséquengage........... 68
CONCLUSIONS ..ottt sttt ettt sr e ae et ere st eneetere st re e 69
REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES........ccccooivire et eseneeee e 71
ANNEXES . oottt ettt et e s v e e et s aeeeseseeereerereraees 82

VI




INDEX
DES
ILLUSTRATIONS




Index des illustrations

INDEX DES ILLUSTRATIONS

Revue Bibliographique

Figure 1 : Incidence et mortalité des cancers en Europe en 2006............cooceviririeerineninseninnenn 2
Tableau I : Classification pTINM et stadification des tumeurs broncho-pulmonaires. ................ 6’

Tableau II: Alimentation et cancer colorectal : facteurs de risque et de protection, par

NIVEAUX € COTTITUAC. ..eeiii it ittt e e e e e e e s e e e s e sabbbe e e e s sabnaesesenaeannneenss 12’
Tableau III : Classification TNM de tumeurs colorectales. ..........coeverrirrieinieerninseenieneenneenns 15’
Figure 2 : Stadification des tumeurs COlOrectales..........ccvvevvieeivireiniiereniiree e esre s e ecreesereeen 16°
Figure 3 : Structure schématique des récepteurs de la famille HER. .............ccoeeivivevinnienennene 21°
Tableau IV : Les facteurs de croissance analogues a I’EGF et leurs récepteurs. .......ooovvvenenne. 22°
Figure 4 : Voies de signalisation contrélée par [’activation de PEGFR...........cccccovviieereeneenn, 23’
Tableau V : Niveau d’expression des récepteurs HER dans les tumeurs humaines. ................. 25°

Tableau VI : Caractéristiques fonctionnelles et pharmacologiques des inhibiteurs de ’EGFR.27’°

Figure 5: Mécanismes d’action des anticorps monoclonaux anti-EGFR sur les cellules

FUITNIOTALES. ...t et et eee e e e e ettty ee e e e e sttt e e e e e sabe et eeea s sat bbb aaea e e s e e tanbebaeaeeeeesnasrabeesnraesneens 28’
Tableau VII : Principaux anticorps monoclonaux et leur stade de développement clinique. .... 28’
Figure 6 : Mécanismes d’action des molécules anti-EGFR sur les cellules tumorales. ............. 30°
Figure 7 : Structures chimiques des inhibiteurs de tyrosines kinase de PEGFR. ........c.cccoccee.s 31’

Figure 8 : Mutations du domaine kinase du récepteur a I’EGF dans les cancers bronchiques

non a petites cellules (CBNPC).......oiiiiiie e 36’
Figure 9 : Effets des mutations du domaine Tyrosine Kinase sur la poché de liaison de ’ATP.36’
Figure 10 : Activation de RAS. .. ..ot 37
Tableau VIII : Méthodes de détection des mutations du géne EGFR et/ou du géne KRAS......38’
Figure 11 : Principe du séquengage selon la méthode de Sanger..........ccovvvvvvrvceeinirnnnvenienenes 39
Figure 12 : Principe du pyroSEqUENGAZE. ......vvevrrrerirreeriiiriiiieeieeiinnieerrieesneessentessranesnsenessnns 40’
Figure 13 : Principe des sondes TagqMan®. .........ccco.oooveorverieeiinsersecsesenssessessessssssssssesssensons 42’
Figure 14 : Principe du génotypage utilisant des amorces SCorpions®. ..o, 42’

VI




Index des illustrations

Travail de thése

Figure 15 : Organisation de 1’étude rétrospective du projet ERMETIC. ......ccccvveeivveiviiiiecnnenn. 46’
Tableau IX: Résultats des mutations et délétions détectées a Grenoble sur la cohorte
rétrospective constituée de 74 Prélevements.......o.ccvererrrieriieieienirerieseceesreesee et seve s 47
Figure 16 : Résultats obtenus par les différents centres pour la recherche des mutations de
IPEGFR et de KRAS, en comparaison aux résultats obtenus par le centre de référence, sur les
PrélEVEMENtS CONEELES. ...vvviiiiiiiie ittt et ettt e s e s b e s sre e ste e e srreeesaeeaesreasanas 48’
Figure 17: Comparaison des résultats obtenus par le centre de référence a partir des
échantillons congelés et inclus en paraffine. ......cc.cccveeevieirieciiie e 48’
Tableau X : Statut mutationnel de 'EGFR et KRAS des 17 patients grenoblois inclus dans
I EtUAE PIOSPECHIVE. 1.uveiiiiiiiiie e cee ettt ettt e s teesbesebe e bessreesreeaseetesntenrens 49°
Figure 18 : Disposition des trois amorces nécessaires pour I’analyse par pyroséquengage. ...... 51U
Figure 19 : Analyse de la mutation ¢.2573T>G ; p.Leu858Arg (L.588R) de I’exon 21 de
PEGFR Par PYTOSEQUEIIGAZE. . eueeueereeiiiiriteitesstesteeevesssesssssseansesseseseasseenesiasensestesssssseseneesns 65’
Tableau XI : Sensibilité du pyroséquengage pour détecter la mutation L858R de I’exon 21 de
PEGER. ..ottt ettt e et rbeae e beeteebe b e beete et eres 65

Tableau XII : Statut de ’exon 21 de PEGFR (sauvage ou muté) déterminé par séquencage

direct et Par PYTOSEQUEIIGAZE. .. ..evuveetiriireriiieseeeriereteenteesraesseeesteeetreesseeeesaesssesessesenessnsesrsesseeanss 65
Figure 20 : Analyse de la mutation de résistance ¢.2369C>T ; p.Thr790Met (T790M) et du

polymorphisme ¢.2361G>A ; p.GIn787Gln de I’exon 20 de I’EGFR par pyroséquencage. ....... 66’
Tableau XIII : Sensibilité du pyroséquengage pour détecter la mutation T790M de I’exon 20

AE P EGER ..ot et 66
Figure 21 : Analyse de la délétion LREA de I’exon 19 de I’ EGFR par pyroséquengage. ......... 67
Figure 22 : Analyse des produits PCR de I’exon 19 sur gel d’agarose. .......cccoveeveevrcrirvinnnnne. 67

Tableau XIV : Statut de I’exon 19 de I’ EGFR (sauvage ou muté) déterminé par séquencage
direct et Par PYTOSEQUEIIGAZE. .. .eevvvieriiierieiiaoreenrtie st e ettt et teete e sttt antestressseesbseasseessnesnseessserseesans 67

VIII




ABREVIATIONS




Abréviations

ACE
ADN
ADNc
AFA
AMM
APC
APS
AR
ARMS
ARNm
ASO
ATP
ATU
BTC
BC
CBPC
CBNPC
CCD
CR
dATPaS
d-HPLC
dNDP
dNMP
dNTP
ddATP
ddCTP
ddGTP
ddNTP
ddTTP
EMEA
EGF
EGFR
EGFRvIII
EPG
EPR
FDA
FISH
SFU
GAP
GDp
GEF
GTP
Gy
HB-EGF
HEG
HER

ABREVIATIONS

Antigéne Carcino-Embryonnaire

Acide DésoxyriboNucléique

Acide DésoxyriboNucléique complémentaire
Alcool-Formol-acide Acétique

Autorisation de Mise sur le Marché
Adenomatosis Polyposis Coli

Adénosine 5’ PhosphoSulfate

Amphiréguline

Amplified Refractory Mutation System
Acide RiboNucléique messager

Allele Specific Oligonucleotide

Adénosine TriPhosphate

Autorisation Temporaire d’Utilisation
B-celluline

Bufty Coat

Carcinomes Bronchiques a Petites Cellules
Carcinomes Bronchiques Non & Petites Cellules
Charge-Coupled Device

Cystein-Rich .
2’-déoxyAdénosine-5’-O-(1-TriPhosphate)
denaturating High Performance Liquid Chromatography
déoxy-Nucléotide DiPhosphate
déoxy-Nucléotide MonoPhosphate
déoxy-Nucléotide TriPhosphate
didéoxy-Adénosine TriPhosphate
didéoxy-CytosineTriPhosphate
didéoxy-Guanosine TriPhosphate
didéoxy-Nucléotide TriPhosphate
didéoxy-Thymidine TriPhosphate

European Medicines Agency

Epidermal Growth Factor

Epidermal Growth Factor Receptor
Epidermal Growth Factor Receptor variant I11
Epigéne

Epiréguline

Food and Drug Administration

Fluorescence In Situ Hybridation
5-Fluoro-Uracile

GTPase Activating Proteins

Guanosine Di-Phosphate

Guanine nucleotide Exchange Factor
Guanosine Tri-Phosphate

Gray

Heparine-Binding-EGF

HexEthyléne Glycol

Human Epidermal growth factor related Receptor

IX




Abréviations

HNPCC
HRM
IASLC
IARC
IDEAL
IGF-1
IgG
IHC
INCa
ISEL
KO
MALDI
MAPK
MS
N-CAM
NRG
OMS

PCR
PDGF
PI3K
PM
PPi
PTB
RDS
RFLP
SH2
SNP
SSCP
STIC
TGF-a
TKI
TOF
UICC
VADS
VEGF
VEGFR
VEMS

Hereditary Non Polyposis Colorectal Cancer
High Resolution Melting

International Association for the Study of Lung Cancer

International Agency for Research on Cancer
Iressa Dose Evaluation in Advanced Lung cancer
Insulin-like Growth Factor-1
Immunoglobuline G

ImmunoHistoChimie

Institut National du Cancer

Iressa Survival Evaluation in Lung cancer
Knock-Out

MAtrix Laser Desorption/Ionization
Mitogen Activated Protein Kinases

Mass Spectrometry

Neural-Cell Adhesion Molecule
Neuroréguline

Organisation Mondiale de la Santé

Paire de Base

Polymerase Chain Reaction

Platelet-Derived Growth Factor
Phospatidyllnositol-3-Kinase

Poids Moléculaire

PyroPhosphate

PhosphoTyrosine Binding

Relative Standard Deviation

Restriction Fragment Lenght Polymorphism
Src Homology domain 2

Single Nucleotide Polymorphism

Single Strand Conformation Polymorphism
Soutien aux Techniques Innovantes et Cofiteuses
Transforming Growth Factor-o,

Inhibiteur de Tyrosine Kinase
Time-Of-Flight

Union Internationale Contre le Cancer

Voies Aéro-Supérieures Digestives

Vascular Endothelial Growth Factor
Vascular Endothelial Growth Factor Receptor
Volume Expiratoire Maximal par Seconde




INTRODUCTION




Introduction

Introduction

Ce travail a été réalisé au sein de 1’Unité Fonctionnelle de Cancérologie Biologique et
Biothérapies du Pole de Biologie du CHU de Grenoble. L’unité fonctionnelle est organisée en
quatre secteurs : les marqueurs tumoraux circulants, les marqueurs tumoraux cellulaires et
moléculaires, les hémoccults et les biothérapies. A ce titre, c’est un des acteurs de la
plateforme INCa de génétique moléculaire somatique des cancers avec comme activité la
recherche du statut mutationnel des génes KRAS et EGFR comme marqueurs moléculaires

prédictifs de réponse aux thérapies ciblant le récepteur a 'EGF (Epidermal Growth Factor).

Ce mémoire présente tout d’abord une revue bibliographique décrivant les cancers
broncho-pulmonaires, les cancers colorectaux, la famille du récepteur au facteur de croissance
épidermique (EGFR) et son importance dans la carcinogenése, ainsi que l’intérét du
développement de thérapeutiques ciblant ce récepteur. Un chapitre est également consacré
aux marqueurs moléculaires prédictifs de réponse aux thérapies anti-EGFR, ainsi qu’aux
différentes techniques utilisables pour les identifier. Les techniques développées au
laboratoire, le séquencage direct et le pyroséquengage, font 1’objet de la deuxi¢me partie de ce

mémoire.
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Premiere partie : les cancers broncho-pulmonaires

Chapitre 1 : Epidémiologie des cancers broncho-pulonaires

1 . Données chiffrées

Le cancer broncho-pulmonaire est un probléme majewanté publique. En Europe,
le cancer broncho-pulmonaire est IE™3 cancer le plus fréguemment diagnostiqué
(386000 cas, soit 12,1 % de tous les cancers)sdpréancer du sein (429 900 cas, soit
13,5 %) et le cancer colorectal (412 900 cas, E#® %). Malgré une légére diminution de
son incidence depuis 2004, il reste la premiereseale mortalité par cancer (figure 1) et
représente un cinquieme des déces par canceryfgrtzoll., 2007). Avec 25 000 a 30 000
déces par an en France, les cancers broncho-pule®mamgendrent plus de décés que ceux
induits par les cancers du sein et de la pros@teis (Hill et Doyon, 2006). Il représente la

premiere cause de décés par cancer chez 'lhomiadreisieme chez la femme.

Le taux de survie a 5 ans du cancer broncho-puimmmeste inférieur a 15 % au
niveau mondial (Jemal et coll., 2008), la moyennmpéenne n’excédant pas 10 %, toutes
histologies et tous stades confondus, ce qui leepku second rang des cancers les plus
agressifs aprés le cancer du pancréas (5 % deesart ans). Ce mauvais pronostic est
étroitement lié au fait que 71 % des patients pri&se un cancer de stade avancé (régional ou
métastatique) et donc inopérable au moment du dsign Ainsi, 50 % des patients
présentant une tumeur localisée, et donc opérablg, en vie 5 ans apres le diagnostic. A
I'inverse, moins de 3 % des patients diagnostiqaEx une tumeur métastatique (stade V)

seront encore en vie 5 ans apres le diagnostic.

2 . Les facteurs étiologiques

Le tabac est responsable d’environ 75 a 85 % desecs broncho-pulmonaires. En
augmentation jusqu’au milieu des années 1980,idlercce de ces cancers tend aujourd’hui a
diminuer chez 'lhomme, en lien avec une diminutthntabagisme, mais augmente chez la
femme (Eilstein et coll., 2008). La progression’oeidence observée chez la femme est liée

a la consommation accrue de tabac. Le risque dersue d’'un cancer broncho-pulmonaire
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est associé a trois facteurs importants liés aagiame : le nombre de cigarettes fumées
quotidiennement, la durée du tabagisme et I'agedthwt du tabagisme (Le Faou et Scemama,
2005). En France, le nombre de fumeurs diminue neaisombre de grands fumeurs et
d’adolescents qui fument augmente, de méme quaissbl’age de la premiere cigarette. Le
risque relatif dépend de la quantité consommégaske de 15 pour %2 paquet par jour a 64
pour 2 paguets par jour (risque de 1 pour un nomefur). De plus, selon I'étude publiée par
Peto et coll. en 2000, un triplement du nombreigarettes fumées par jour multiple par trois
le risque de développer un cancer broncho-pulmenalors qu’un triplement de la durée du
tabagisme multiplie par 100 le risque de cancereg@rrét du tabac, le risque relatif diminue
exponentiellement pendant la premiére année peeniepratiquement a 1,5 — 2 a partir de
20 ans apres le sevrage tabagique (Williams et |8an2001). Il existe également une
corrélation entre le développement d'un cancer drorpulmonaire et une exposition de
longue durée au tabagisme passif, avec un risdatf révalué a 1,4 (Williams et Sandler,
2001).

Prés de 60 substances, présentes dans la fumégadette, sont considérées comme
des carcinogenes potentiels, c’est-a-dire des &bt capables de provoquer un cancer.
Parmi ces substances, nous pouvons citer les bgnér@s et autres hydrocarbures
aromatiques polycycliques, avec le bezpyréne comme chef de file, les nitrosamines, les

phénols, le polonium-210 et I'arsenic.

D’autres facteurs peuvent également accroitrestpud de cancer broncho-pulmonaire,
notamment I'exposition, dans le cadre professignaeties agents toxiques minéraux tels
'amiante, a des métaux tels I'arsenic, le nickeelchrome ou a des produits a base de pétrole,
surtout chez les fumeurs (Alberg et coll., 2005exposition au radon (gaz souterrain) est
également un facteur étiologique reconnu chez Ila@seurs. Enfin, difféerentes études
mentionnent d’autres facteurs de risques tels quepdllution atmosphérigue ou une
exposition a des radiations ionisantes (Boffettzodit, 2004).

Il est également vraisemblable qu’un facteur géuétijoue un réle, ce qui pourrait
expliquer que des fumeurs ne soient jamais att@atgue des non-fumeurs le soient. Cela
pourrait expliquer le fait que les spécialistes statent un nombre croissant de cancers du
poumon chez des personnes — essentiellement deseferm qui n'ont jamais fumé et ne

cotoient pas de fumeurs (Hung et coll., 2008).
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Chapitre 2 : Classifications histologigue et pathagique des

cancers broncho-pulmonaires

1 . Classification histologique

Le diagnostic est établi a 'aide de la classifarathistologique internationale des
cancers broncho-pulmonaires de I'OMS de 1999, uéhsée en 2004 par I'lARC (Annexe I).
Elle est basée sur I'analyse morphologique rigaggmacroscopique et microscopique) des
lésions selon des criteres histologiques simpisoductibles et donc utilisables par tous les
pathologistes. L’intérét d’'une telle classificatioapose sur la nécessité de délivrer un
diagnostic permettant l'inclusion des patients dadess protocoles thérapeutiques et servant de
base aux études épidémiologiques et biologiquds. dgrmet de répartir 90 % des cancers
broncho-pulmonaires en 4 classes d'incidence nm@jeules cancers épidermoides, les
adénocarcinomes, les cancers a petites cellules eancers a grandes cellules.

Cependant, en prenant en compte a la fois legasitgéistologiques et les critéres cliniques,
deux groupes principaux s’individualisent, notamtneam terme de prise en charge
thérapeutique : les carcinomes bronchiques a petigdlules (CBPC) et les carcinomes

bronchiques non a petites cellules (CBNPC).

1.1 . Les Carcinomes Broncho-pulmonaires a Petit@dlules

Les CBPC représentent 15 a 25 % des carcinomeshwgpuimonaires et constituent
une entité anatomo-clinique bien individualiséetamoment du fait de leur tres grande
évolutivité locale et métastatique. Liées dans 9%ld$ cas au tabagisme, ces tumeurs se
développent a partir des cellules neuroendocridéspersées a I'état normal dans tout
I'épithélium bronchique. Elles sont constituées adlules de petite taille, rondes ou en
« grains d’avoine », avec un rapport nucléo/cytmpigue élevé. Elles expriment toutes au
moins un des trois facteurs de différenciation aendocrine que sont : la synaptophysine, la
chromogranine ou N-CAMNeural-Cell Adhesion MoleculeCes tumeurs sont trés invasives,
de haut grade de malignité, avec un index mitotittés élevé et une nécrose tumorale
souvent présente et extensive. Les CBPC sont dém@at diagnostiqués a un stade avancé
et sont traités par chimiothérapie. La chirurgielatradiothérapie sont inefficaces car
I'extension médiastinale est quasi constante emléstases sont détectables au moment du

diagnostic dans deux tiers des cas. Les CBPC ssntarcinomes de tres mauvais pronostic,
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puisque les médianes de survie sont aux envirorisldaois pour les formes étendues et de

18 mois pour les formes limitées a I'hémithorax.

1.2 . Les Carcinomes Broncho-pulmonaires Non a RegiCellules

Cette catégorie de cancers représente 75 a 85 %adesrs broncho-pulmonaires et
est composée de sous-types histologiques tregadife: les carcinomes malpighiens, les
adénocarcinomes et les carcinomes a grandes selauweplus généralement, toute entité ne
présentant pas de caractéristique « a petiteslezbu(Beasley et coll., 2005). Seules les
similitudes de prise en charge thérapeutique jantifeur regroupement au sein d’'une méme

famille.

1.2.1 . Les carcinomes malpighiens

Egalement appelés carcinomes épidermoides ou caresr squameux, ces tumeurs
épithéliales malignes représentent 25 a 35 % dd¥RCB Leur diagnostic est basé sur la
présence de kératine synthétisée par les cellubdgmes ou « Kkératinisation » (intra- ou
inter-cellulaire) et/ou sur la présence de pontsnidn intercellulaires. Ces tumeurs sont
également tres corrélées a la consommation de {&pmm et Porter, 2002). Elles sont de

différenciation et de grade variables.

1.2.2 . Les adénocarcinomes

Les adénocarcinomes sont des tumeurs épithélialeseqtant une différenciation
glandulaire ou une sécrétion de mucine par leslleslitumorales. Cette forme histologique,
qui représente 40 % des CBNPC, est la plus frégudmt’homme jeune (moins de 50 ans),
de la femme de tout 4ge et du non-fumeur. Sonencie croissante, notamment en Europe,
est en rapport direct avec I'évolution du tabagisrhes adénocarcinomes broncho-
pulmonaires forment un groupe de tumeurs hétéragénegerme de morphologie, de profil
évolutif et d’histogenése. La classification OMSliindualise six sous-groupes : acineux,
papillaire, bronchiolo-alvéolaire, solide avec fation de mucines, mixte et un sixieme sous-
groupe ne comportant que des formes exceptionnefed’exception des carcinomes
bronchiolo-alvéolaires (adénocarcinomes présenta@tforme non invasive pure) qui ont une

grande valeur pronostique avec une survie de l@@%patients a 5 ans, il n'est pas certain
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Tableau I. Classification pTNM et stadification des tumeurs broncho-plmonaires.

Classification établie par I'Union Internationale Contre le Cance€().
Adapté d’'aprés Lababede et coll., 1999.
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gue les autres sous-types histologiques aient wedcanque signification clinique ou
pathologique.

1.2.3 . Les carcinomes a grandes cellules

Il s’agit essentiellement d’'un diagnostic d’exclusi s’appliquant aux tumeurs n’ayant
pas I'aspect d’'un cancer broncho-pulmonaire ageetellules et ne présentant pas de signe de
différenciation épidermoide ou glandulaire. Il stagn général de tumeurs périphériques
volumineuses. Ces carcinomes représentent 20 %patents porteurs de CBNPC. Cette
famille comprend cing membres, dont deux ont unachpdirect sur le pronostique. Le
carcinome neuro-endocrine a grandes cellules etateinome basaloide, qui possedent

respectivement le meilleur pronostic et le plusjf.

2 . Classification pathologique pTNM

Elle constitue la classification d’extension tumerde référence pour les cliniciens et
les pathologistes. De méme que la classificatiostolugique, elle représente la base
indispensable pour adapter la thérapeutique et lesugtudes épidémiologiques. Elle permet
de définir le stade histopathologique d’extensidone tumeur (pTNM) aprés examen
macroscopique et microscopique de la piéce detiésqmar le pathologiste.

La classification TNM est recommandée par I'Uniatetnationale Contre le Cancer (UICC),
qui a établi la 8™ classification pTNM des cancers bronchiques er22@@bleau 1). Elle

détermine I'extension tumorale en prenant en compte

T = taille et/ou extension de Taumeur primitive
N = présence ou absence de métastase gangliongamgibns locorégionaux ouNodes »)

M = présence ou absenceMétastase(s) a distance

Le stade TNM peut étre regroupé en 5 grandes aasgtableau ) :
- Stade 0 : Carcinome in situ (non invasif)
- Stade | : Invasion tres localisée, sans métastdsstance
- Stade Il : Extension limitée localement et/ou ateiganglionnaire satellite minime
- Stade Il : Atteinte locale importante et/ou atteiganglionnaire satellite majeure

- Stade IV : Tumeur avec métastase(s)
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Chapitre 3 : Prise en charge thérapeutique de CBNPC

Plus de 75 % des cancers broncho-pulmonaires ssntaicinomes bronchiques non a
petites cellules (CBNPC) (Blanchon et coll., 200Rgur traitement, dépendant du type
histologique et de la classification pTNM, fait ab@ la chirurgie, a la radiothérapie et a la
chimiothérapie. La prise en charge thérapeutigueeade carcinomes dépend également de
I'extension tumorale, de I'état général et des fimms respiratoire et cardiague du malade, qui
peuvent contre-indiquer certains traitements, Bsiatontraindre le clinicien a choisir des

thérapeutiques alternatives, voire a instaureraitement palliatif.

Trois possibilités de traitements sont envisageatdéon I'extension de la tumeur :
- Le patient est opérable (stade I, Il : NO, N1) tristement consiste en une exérese
chirurgicale et la chimiothérapie adjuvante estulige.
- Latumeur est localement avancée (stade llIBgssbciation radio-chimiothérapie est
recommandée.
- La tumeur est métastatique (stade IV) : c’est amég@ la plus fréquente (> 60 %).
Deux attitudes sont possibles selon I'état gérdargatient :
o Si I'état général est peu dégradé et 'amaigrisseriadble : le traitement est la
chimiothérapie
o Si I'état général est altéré et 'amaigrissemenpartant : seul un traitement

palliatif est mis en place

1 . La chirurgie

La chirurgie est un élément essentiel du traitemées carcinomes broncho-
pulmonaires (Shields, 1993). Cependant, elle neé&tm envisagée que dans un but curatif,
d’ou une extréme rigueur dans les indications.

Actuellement, deux possibilités s’offrent au chgien en fonction de l'indication :

- La lobectomie simple (exérese d'un lobe pulmonaire) ou élargieire la

bilobectomie, pour les cancers périphériqgues deéesND ou N1. Les résections limitées a

moins d’un lobe sont jugées insuffisantes.
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- Lapneumonectomidexérése d’'un poumon), pour les cancers centraex atteinte
hilaire ou scissurale, ainsi que pour les cancériplpériques avec dépassement scissural

et/ou métastases ganglionnaires hilaires ou saiesur

Dans tous les cas, un curage ganglionnaire permirérast réalisé systématiquement.
Les complications de la chirurgie sont importarfg®SMS (Volume expiratoire maximal par
seconde)- 20 % dans les lobectomies, - 50 % dans les paetamies), voire fatales (1 a 3 %
dans les lobectomies ; 5 a 8 % dans les pneumanesahez les patients de plus de 70 ans).

Ainsi, seul un patient sur quatre sera opéré.

2 . La radiothérapie

La radiothérapie a également prouvé son efficatargs le traitement des carcinomes
broncho-pulmonaires (Dautzenberg et Choukroun, 19%8fférentes indications sont
envisageables :

- La radiothérapie exclusive, pour les cancersstaele | et 1l non opérables et de
diametre inférieur a 5 cm.

- La radiothérapie adjuvante, associée a la djigudans le cas d’'une résection
incomplete, ou associée a la chimiothérapie pourdigement des tumeurs inopérables et

localement avancées.

La dose administrée doit étre au moins égale a Gy @Gy) en cas de lésions
macroscopiques (sur la tumeur ou les adénopathiasadiothérapie se fait classiguement en
une séance de 2 Gy par jour, cing jours par senm@ndant 6 semaines (soit 30 séances).
Appliguée aux patients inopérables, non métastd®iablée, la survie & 5 ans n’est que
de 5 %. Les doses faibles (40 Gy) sont jugéesitaekts.

De nouvelles modalités de radiothérapie ont étéeldgpées, notamment: la
radiothérapie hyperfractionnée (c’est-a-dire avRrsipurs séances par jour mais avec une
moindre irradiation a chaque séance), la radiofiiéran association concomitante a la
chimiothérapie. Le but est a chaque fois d’augmelatadose ou l'effet biologique sur la
tumeur et/ou de diminuer les effets secondairetesissu normal.

L’effet secondaire le plus constant est I'oesopteagiuivi par la fibrose pulmonaire

des zones irradiées.
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3 . La chimiothérapie

3.1 . Les chimiothérapies conventionnelles

La sensibilité a la chimiothérapie varie de manté#e importante en fonction du type
histologique de la tumeur. Le taux moyen de répanisechimiothérapie est de 30 % (Vignot
et Besse, 2007). L'usage des drogues cytotoxiques fe traitement des CBNPC est
conditionné par le stade de la maladie, I'état ggndu patient et la présence éventuelle de
comorbidités. Les indications thérapeutiques ddit@mours tenir compte du rapport entre la
toxicité et le bénéfice attendu pour le patient.

La monochimiothérapie n'a que peu d’intérét, mdie @eut étre justifiee dans
certaines indications. Les protocoles de polychih@mapies sont les plus fréquemment
utilisés. Actuellement, le traitement standardwes bithérapie comprenant un sel de platine
(cisplatine (Cisplatyl) ou carboplatine (Carboplatifig et une molécule de"¥ génération. ||
s'agira de la vinorelbine (Navelbifie si une cure de radiothérapie concomitante estuer,
de la gemcitabine (GemZ3r en absence de radiothérapie, ou du paclitaxele® (Schiller
et coll., 2002). Cependant de nombreux protocojestent (annexe Il) et permettent aux

cliniciens d’adapter au mieux le traitement.
3.2 . Les thérapies ciblées

Malgré les progres observés au cours des vingiatemmannées dans le traitement de
CBNPC, en particulier avec les chimiothérapies sebde sels de platine, les bénéfices en
terme de survie dans les formes avancées restetgstes et semblent avoir atteint un plateau.
Une meilleure compréhension des mécanismes moldsilianpliqués dans le processus de
transformation néoplasique a focalisé les rechercmuelles sur le développement des
thérapeutiques ciblées. Ces traitements sont ésséincibler de maniére sélective un agent
responsable de la croissance tumorale, appart@nEntumeur elle-méme, ou a son micro-
environnement, afin d’assurer une meilleure sélaétithérapeutique et donc d’atténuer les
effets toxiques sur les tissus sains. L'utilisatide ces nouvelles thérapies permet
I'amélioration des taux de réponse et de survigifui et Besse, 2007).

Le bevacizumab (Avastf), un anticorps monoclonal ciblant le VEGFa&cular
Endothelial Growth Factgr a ainsi démontré son efficacité pour le traitetdes cancers

broncho-pulmonaires avancés en association avec adnimiothérapie par paclitaxel-
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carboplatine. Ce traitement améliore la survie gangression de 30 % et le taux de réponse
a la chimiothérapie de 70 %.

Les inhibiteurs du récepteur a 'EGEpidermal Growth Factgr sont également
utilisés en 2™ ou 3™ ligne de traitement. La troisiéme partie de cétteoduction est
consacrée a ce récepteur, dont le ciblage théigpeua démontré dés 2005, un bénéfice de
survie des CBNPC erf®ligne (Shepherd et coll., 2005).

10
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Deuxieme partie : les cancers colorectaux

Chapitre 1 : Epidémiologie des cancers colorectaux

1 . Données chiffrées

En France, le cancer colorectal est actuellememius fréquent, sexes confondus,
bien que les hommes soient plus atteints que Iesnés. Il représente 15 % des cas de
cancers diagnostiqués chaque année.

En 2003, on estimait & 36 200 le nombre de nouveasxet a 16 000 le nombre de
décés en France (Remontet et coll., 2003). En tefmeidence, il se situe au troisiéme rang
des cancers, apres le cancer du poumon et le cdedarprostate chez 'homme, et aprées le
cancer du poumon et le cancer du sein chez la ferhineidence de ce cancer a augmenté
régulierement jusqu'en 1990 et tend actuellemerske astabiliser, tandis que la mortalité
décroit. Il reste toutefois le deuxieme cancereemé de mortalité derriere le cancer broncho-

pulmonaire, et devance la mortalité par cancerettuet par cancer de la prostate.

La survie relative a 5 ans est de 55 % (tous stadefondus). En France, la survie a
5 ans s’est améliorée d’environ 20 % en 20 ansgmagsie 33 % a 55 % (Sant et coll., 2002).
Cette amélioration est principalement liee au disgjn plus fréquent de la maladie a un stade
précoce (stades I/l de 39,6 % a 56,6 %) et a llmmadion de la prise en charge chirurgicale
initiale (diminution de la mortalité postopératirea survie dépend étroitement du stade de
la maladie au moment du diagnostic. Une étude € aiontré que la survie relative a 5 ans
pour une personne diagnostiquée au stade |, césede plus précoce, est de 94 %. Il est
donc important de mettre en place des campagndépistage et de pouvoir, si une anomalie
est détectée, la prendre en charge le plus toigpess

En ce qui concerne la localisation, environ 40 % dancers touchent le rectum et
60 % le colon, ou la localisation principale essigmoide. La majorité des cancers coliques
touchent donc la derniére partie du colon.

La France métropolitaine se situe parmi les régimmsque élevé, tout comme les
autres pays d’Europe de I'Ouest, les Etats-Urdg)dtralie et, plus recemment, le Japon. Ce

cancer est beaucoup plus rare en Amérique du 8ullsie et surtout en Afrique.
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Niveau de

Risque diminué

Pas de relation

Risque accru

certitude
Activité physique Viande rouge
Probable Légumes Alcool
Fibres alimentaires | Calcium Masse corporelle élevée
(= polysaccharides | sglgnium Taille adulte plus élevée
autr.es que amidon) Poisson Repas fréquents
Amidon Sucre
Possible Carotenoides Graisses totales
Graisse saturée / animale
Viande préparée / tres cuite
Eufs
Tabac
Amidons non Fer
digestibles
Vitamines C, D, E
Insuffisant | Folates

Méthionine
Céréales
Café

Tableau Il. Alimentation et cancer colorectal : facteurs de risque &de protection, par
niveaux de certitude.
Bien qu’un caractere héréditaire ait pu étre décrit dans certainsesagrincipaux facteurs
de risque concernant le cancer colorectal relevent essentielleraeninddes de vie. En
effet, les habitudes alimentaires sont le plus souvent en relation avegm&ntation

significative des cas de cancers colorectaux.
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2 . Les facteurs étiologiques

Plus qu’un facteur de risque, le polype adénomatégalement appelé adénome, est
considéré comme la |ésion précédant 'adénocarandin effet, dans 60 a 80 % des cas de
cancer colorectal, un religuat de polype adénomateat retrouvé. Son risque de
transformation dépend de la taille, du degré deldgse et de I'importance de la composante
villeuse. Ainsi, des différents types de polypegramnateux, 'adénome villeux (5 % des
polypes) est celui qui a le plus de risque deastormer en cancer. Les adénomes de plus de
1 cm de diamétre et/ou comportant une composahéaiseé et/ou en dysplasie sévére, sont
considérés comme des lésions a haut grade dedraragéfon maligne (Benhamiche-Bouvier
et coll., 2000). La détection et I'exérese des petyadénomateux permettent donc de réduire
le risque de cancer colorectal.

D’autres part, le facteur génétique est en causes dieux formes de cancers
colorectaux : la polyadénomatose recto-colique lfalaiqui est caractérisée par une mutation
du geneAPC et le syndrome de Lynch (cancers colorectaux té@iées sans polypose)
caractérisé par des anomalies sur des génes quulanies protéines de réparation de '’ADN.
Ces cancers héréditaires représentent moins dedd®|%nsemble des cancers colorectaux et
surviennent avant 40 ans.

Le risque est également accru chez les personrseg ay antécédent personnel ou
familial (parent du & degré) d’adénome ou de cancer colorectal ou chezpérsonnes
souffrant de maladies inflammatoires (maladie mftaatoire de I'intestin, maladie de Crohn
ou rectocolite ulcéro-hémorragique). Les cancersslites inflammatoires représentent 1 %
des cancers colorectaux.

Le mode de vie et l'alimentation peuvent influenéerdéveloppement du cancer
colorectal. Ainsi, I'activité physique joue un répeotecteur (Bouton-Ruault et coll., 2001).
De plus, les résultats de plusieurs études conmergepropos de l'effet protecteur des
légumes verts, des fruits frais et des fibres aitaiees et sur I'excés de risque entrainé par
une alimentation trop riche en graisses. Il pe¥sigpendant de nombreuses divergences sur
le rGle des autres facteurs alimentaires (tablBadLe réle de I'alcool et du tabac est encore
imprécis. Cependant différentes études semblergésag que le tabac favorise I'apparition

des adénomes et que l'alcool favorise leur augrtientee taille (Brouton et coll., 1995).

12
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Chapitre 2 : Dépistage et diagnostic des cancerslomectaux

1 . Le dépistage des cancers colorectaux

Le dépistage organisé du cancer colorectal repaséasecherche d’'un saignement
occulte dans les selles (test Hemocc(ilf thez les personnes de 50-74 ans, tous les dsux an
Ce programme de dépistage organisé a été initikepaouvoirs publics a partir de 2002.

En pratique, les structures de gestion invitentcparrier les personnes agées de 50 a 74 ans a
se rendre chez leur médecin généraliste pour se é&xipliquer la démarche. Le médecin
détermine alors si le test est approprié a la tiitanale son patient et dans I'affirmative, lui
remet le test aprés avoir expliqué les modalitésilcation.

En cas de test négatif (97 % des cas), la persesiniavitée a renouveler ce dépistage deux
ans plus tard. Elle est également sensibilisée sagmaux d’alerte devant la conduire a
consulter son médecin sans attendre ce délai deateu

En cas de test positif, le médecin traitant présere coloscopie pour confirmer ou infirmer la
présence d’anomalies dans le colon ou le rectumcdl@scopie permet en outre de retirer

d’éventuels polypes. Elle se fait sous anesthasiéngle.

Chez les sujets a haut risque (existence d’antétedamiliaux notamment) ou a trés
haut risque (polypose adénomateuse familiale odreyme de Lynch), une coloscopie est

proposée d’emblée, généralement avant 50 ans,paréme dés I'age de 20 ans.

Le dépistage du cancer colorectal permet de détgutcocement d’éventuelles
anomalies avant méme qu’elles ne deviennent camese ce qui facilite le traitement et
augmente les chances de guérison. Les expertseestope le dépistage organisé pourrait
réduire la mortalité liée a ce cancer de 15 a 2@& %artir du moment ou la participation au

dépistage organisé atteint 50 %.

2 . Le diagnostic des cancers colorectaux

Le diagnostic du cancer du colon repose sur lascolgie totale, qui permet de
visualiser la tumeur et de réaliser des biopsies.dlagnostic du cancer du rectum, plus

accessible a I'examen clinique (toucher rectal) fas par rectoscopie qui permet également

13
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de realiser des biopsies. Cet examen doit étre léénpar une coloscopie et, si elle n'est pas

possible, par un examen radiologique (lavementt&ary

Les métastases viscérales compliquent I'évolutien ) a 70 % des cancers
colorectaux. Les métastases les plus frequentesgragnt le foie, les ganglions intra-
abdominaux, le péritoine et le poumon. Ainsi, lalisation d’examens complémentaires, tels
que le dosage de I'antigene carcino-embryonnai@Ey une radiographie pulmonaire, une
echographie hépatique et éventuellement un scaabowminal permet l'identification des

formes métastatiques.
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T — Tumeur primitive

X Renseignements insuffisants pour classer la tumeur primitive

TO Pas de signe de tumeur primitive

Tis Carcinomaein situ: tumeur intra-épithéliale ou envahissant la mugueuse

T1 Tumeur envahissant la sous-muqueuse

T2 Tumeur envahissant la musculeuse

T3 Tumeur envahissant a travers la musculeuse, la sous-séreuggeeckdgjues et

périrectaux extrapéritonéaux

T4 Tumeur perforant le péritoine viscéral ou envahissant directemeanitles
organes ou les autres strucuturés

N — Adénopathies régionales

NX Renseignements insuffisants pour classer les adénopathies régionales

NO Pas d’adénopathies

N1 Présence d’'une a trois adénopathies péricoliques métastatiques

N2 Présence de quatre, ou plus, adénopathies péricoliques métastatiques

N3 Présence d’'adénopathies centrales (au niveau des troncs vasconéiessatique

M — Métastases a distance

MX Renseignements insuffisants pour classer les métastasemnaalist
MO Pas de métastase a distance
M1 Présence de métastase(s) a distance

Tableau IlIl. Classification TNM de tumeurs colorectales.

Classification établie par I'Union Internationale Contre le CarftdCC), applicable uniqguement
aux carcinomes.

1 Tis comporte les cas de cellules cancéreuses localisées dans la mernasafe glandulaire
(intra-épithéliale) ou dans la muqueuse (intramuqueuse) sans extensiavees tta muqueuse
musculaire a la sous-muqueuse.

2 l'invasion directe du T4 comprend I'invasion des autres segments du cdlovwear le chemin
de la séreuse : par exemple I'invasion du colon sigmoide par un carcinome du caecum

3 Une tumeur qui est adhérente macroscopiguement a d’autres organes ou strestulassée
T4. Toutefois, si microscopiqguement aucune tumeur n’est présente dans la zoneidiadake
est classée T3.
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Chapitre 3 : Classifications histologigue et pathagiqgue des

cancers colorectaux

1 . Classification histologique selon 'OMS

Dans la majorité des cas (90 %), les cancers dancel du rectum sont des
adénocarcinomes, dont les variétés histologiquds pen d’influence sur le pronostic.
Morphologiquement, les cancers du colon et du megitésentent peu de différences. Ils sont
généralement découverts a un stade avance.

Selon la classification de 'OMS, les cancers aadteiux peuvent étre divisé en 2
groupes selon leur histologie : les adénocarcinootes formes communes » et les formes

histologiques particulieres.

1.1. Les adénocarcinomes

Dans 80 % des cas, les adénocarcinomes sont ddigpeekihnien, en fonction de
leur degré de ressemblance avec les glandes dglidgitn de la muqueuse colique normale.
lls peuvent étre plus ou moins différenciés (bimoyennement ou peu différenci€). Souvent
la tumeur comporte des territoires plus ou moies ldifférenciés. Ainsi, pour la caractériser,
le pathologiste doit prendre en compte I'aspeg@lils indifférencié, mais en éliminant la zone
d’invasion périphérique ainsi que les zones proch@se ulcération. Ces tumeurs présentent
souvent de vastes plages de nécroses riches aruplagires.

Dans 10 % des cas, les adénocarcinomes sont dentygaeux ou colloide muqueux.
Dans cette forme, plus de 50 % de la surface @eupe est constituée par de la mucine, ce
qui leur donne un aspect gélatineux. Le pronostg atlénocarcinomes mucineux est un peu

moins bon que celui des adénocarcinomes lieberkiihni

1.2 . Les formes histologiques particulieres

Dans cette catégorie, sont classés : les carcinemésgue a chaton, les carcinomes

épidermoides, les carcinomes adénosquameux eri@aames indifférenciés.

Le carcinome en bague a chatoest une forme histologique pour laquelle plus débAes

cellules tumorales sont indépendantes et présentam¢ gouttelette de mucus
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Tis = carcinome in situ iymphatiaues

Figure 2. Stadification des tumeurs colorectales.

Stade O : Le cancer ne touche que la premiére couche de la paroi interaldwe du
rectum, sans envahissement de 'ensemble de la paroi abdominale (Tis).

Stade | : Le cancer a traversé plusieurs couches de la paroi du coliun refctum
(T1 NOMO, T2 NOMO).

Stade Il : Le cancer a franchi complétement la paroi du colon ou du rectum esg@eu
propager aux tissus environnants (T3 NOMO, T4 NOMO).

Stade Il : Le cancer a atteint les ganglions lymphatiques (Quel quéeshitN1-N2-N3,
MO).

Stade IV : Présence de métastases a distance, généralementéscaliséveau du foie
ou des poumons (Quel que soit le T ou le N, MO).

(Correspondance avec la classification pTNM)
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intracytoplasmique. Cette forme est rarement piitu colon et doit faire rechercher un
éventuel carcinome gastrique a cellules en bagcleaton. Ce carcinome est généralement
découvert a un stade avancé, diffuse dans le periti dans les ganglions pelviens, mais ne
donne qu’occasionnellement des métastases hépatique

Les carcinomes épidermoidessont rares et constitués exclusivement de cellules
malpighiennes. lls sont de mauvais pronostic.

Les carcinomes adénosquameuxontiennent de nombreux foyers malpighiens. Leur

pronostic est également moins bon que celui descadécinomes.

2 . Classification pathologique pTNM

La classification TNM est recommandée par I'Uniotefnationale Contre le Cancer
(UICC). Elle détermine l'extension tumorale au m@ivede la tumeur primitive (T), des
adénopathies régionales (N) et des métastasemaaigM).

Le stade d’un cancer colorectal correspond dofimpdrtance de son étendue, qui est
définie en fonction de l'invasion tumorale dang&aoi intestinale, de 'atteinte des ganglions
lymphatiques et de la présence de métastasesaiabilp. Une fois définie l'atteinte de
chaque élément, le pathologiste combine les résudfn de déterminer le stade global du

cancer (figure 2).

Le stade TNM peut étre regroupé en 5 grandes aa8&go
- Stade 0 : Carcinome in situ (non invasif)
- Stade | : Invasion tres localisée, sans métastdssance
- Stade Il : Extension limitée localement et/ou ateiganglionnaire satellite minime
- Stade Il : Atteinte locale importante et/ou atteiganglionnaire satellite majeure
- Stade IV : Tumeur avec métastase(s)

Le stade de dissémination des tumeurs représenf@cteur pronostique important auquel la
survie des patients a pu étre directement corrélge chiffres actuels de survie a 5 ans sont
ainsi de l'ordre de 80-95 % pour les patients atsed’'un cancer colorectal de stade |, de
60-80 % pour les stades Il, de 30-50 % pour ledestdll et de 5 % pour les stades IV.
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Chapitre 4: Prise en charge thérapeutigue des caars

colorectaux

La chirurgie constitue la base du traitement des@a colorectaux. Sauf exception, la
radiothérapie et la chimiothérapie ne constituenfaematiére que des traitements adjuvants a

la chirurgie.

1. La chirurgie

L’intervention chirurgicale est un geste obligatopour le traitement des cancers
colorectaux permettant I'exérése de la tumeur etturage ganglionnaire. L’intervention
chirurgicale est le plus souvent une laparotomidiam®&. Pour étre suffisante, I'exérése doit
emporter au moins 5 cm de colon de part et d’algeelésions cancéreuses. En fonction de la
localisation tumorale, plusieurs interventions pmhétre réalisées :

- une hémicolectomie,
- une résection du colon transverse,

- une recto-sigmoidectomie.

Pour la plupart des patients, les parties restahteolon ou de lintestin peuvent étre
réunies, ce qui permet un fonctionnement normal’ideestin. Dans certains stades plus
avances, l'intestin ne peut pas étre reconneaiaeetolostomie est nécessaire.

S'il y a découverte de métastases hépatiques peiadarrurgie d'un cancer du colon,
la résection peut étre envisagée : de facon synehsd I'exérese apparait facile, de fagon
métachrone en cas de métastases multiples. Desséatiéckentes ont montré que la taille et le
nombre de lésions avaient peu d'influence sur feies@apres chirurgie. Certaines techniques
comme I'échographie préopératoire, la chimiothérapéoadjuvante (avant la chirurgie
hépatique) ainsi que I'embolisation de la branchdadveine porte du segment atteint, la
radiofréquence, permettent d'augmenter le nombpatients opérables de leurs métastases et
la précision du geste chirurgical.

Il faut noter que sur 100 patients atteints de eencolorectaux, 15 a 20 présentent
des métastases hépatiques synchrones et 20 préséntes métastases hépatiques
métachrones dans les 5 ans suivant le diagnostial.inLa chirurgie des localisations
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secondaires hépatiques constitue une stratégidiveu@ermettant une guérison définitive

dans 25 % des cas.

Actuellement, la chirurgie par coelioscopie est afternative assez fréquente a la
chirurgie classique. Elle offre la méme sécuritéaetéliore la qualité de vie des patients
(réduction de la douleur post-opératoire, de l&éduwt’hospitalisation, cicatrices discretes et
risque réduits d’éventration).

Dans le cas ou la tumeur n’'est pas résécable,tienpaera traité au moyen d’'une
chimiothérapie systémique, qui permet une amélmrata qualité de cette vie et, dans

certains cas, peut réduire les tumeurs jusqu’aitadles deviennent résécables.

2 . La radiothérapie

Dans le cadre des cancers du colon, la radioth@egierne transcutanée présente une
efficacité locale et régionale médiocre, et ne weowindication que pour les formes
tumorales T3/T4 présentant un risque substantigidilives locorégionales extraluminales
gui sont systématiquement létales.

A linverse les cancers du rectum présentent ugudssubstantiel de récidive
locorégionale, notamment lorsque la tumeur sieges d&a partie sous-péritonéale du rectum.
La radiothérapie constitue alors le moyen le pftisaze de réduire ce risque qui atteint 10 a
15 % pour les formes sous-péritonéales méme apéedse correcte du mésorectum.

La dose habituelle administrée est de 45 a 55 Grays5 a 6 semaines, généralement en
peropératoire pour éviter les complications classsq de [Iirradiation. Cette dose est

suffisante pour contréler les micro-agrégats caites métastatiques régionaux. Ainsi, le taux
de récidives pelviennes diminue de moitié par rdppola chirurgie seule. Cependant, la

radiothérapie n'a pas d’'impact sur la survie glebal

Dans certains cas particuliers, la radiothérapteuésée de maniere exclusive par voie

endocavitaire (curiethérapie ou radiothérapie dmntact ») pour le traitement de petites

lésions bien différenciées du bas rectum.

Les effets secondaires de la radiothérapie soriahlas selon les patients. Les plus

fréquentes sont la rougeur de la peau, la cystdiue et les troubles de I'érection.
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3 . La chimiothérapie

L’objectif de ce traitement adjuvant est la préi@mtet/ou le traitement des
micrométastases régionales et a distance. Lesatmatis de la chimiothérapie dépendent des
conditions générales propres au patient (age, géaéral, pathologies associées) et des

données pronostiques fournies par 'examen anatathojpgique.
3.1 . Molécules anti-tumorales conventionnelles

Le 5-fluoro-uracile ou 5FU a longtemps été la seut@écule active a la fois pour le
traitement des cancers coliques métastatiquesuetigm traitements adjuvants. Le 5FU est un
inhibiteur de la thymidylate synthétase et dontadgynthese de I’ADN. Il a ensuite été utilisé
en combinaison avec des immuno-modulateurs qui gtéent d’augmenter I'anabolisme du
5FU, de favoriser son incorporation dans les acidedéiques et donc de potentialiser son
effet sur sa cible.

Le 5FU est actuellement utilisé en association dieede folinique, l'irinotécan
(Camptd) ou l'oxaliplatine (Eloxatin®). De nombreuses combinaisons existent (Annexe l1)
afin de mieux adapter le traitement. Les combimasies plus fréquemment utilisées sont
FOLFOX (5-FU, leucovorine, oxaliplatine) et FOLFIRG-FU, leucovorine, irinotécan), qui
constituent le traitement standard des stades &8. @mbinaisons sont également proposées
pour le traitement des stades lll. Ses principat@splications sont d'ordre hématologique
(neutropénie surtout), digestif (mucite ou diardhée beaucoup plus rarement cardiague
(spasmes coronariens).

La Capécitabine (Xelo®, une prodrogue du 5FU, est plus active que le BFU
engendre moins de neutropénies fébriles. En consloinavec 'oxaliplatine, la capécitabine
reste peu toxique et constitue le traitement stahdas stades lll, avec I'association 5FU —

irinotécan.
Pour les stades Il, la chimiothérapie adjuvante west option pour des patients

présentant des caractéristiques histologiques ai@jes, mais elle n’est pas un standard. En

effet, elle ne présente qu’un faible bénéfice awsurvie globale a 5 ans, de I'ordre de 2 a 5 %.
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Dans le cas des cancers rectaux, l'efficacité dehianiothérapie adjuvante post-
opératoire n’a pas été démontrée, ni en terme @eeption de I'évolution métastatique, ni en
terme d’amélioration de la survie globale. Cepehdan association avec la radiothérapie,

elle réduit les taux de récidives locales.

3.2 . Thérapies ciblées

De la méme maniere que pour les cancers bronchoepalires, les thérapeutiques
ciblées sont utilisées pour le traitement des aancelorectaux. Ainsi, le bevacizumab
(Avastin’®), anticorps anti-facteur de croissance endotlél&IEGF), ou le cetuximab
(Erbitux®), anticorps anti-récepteur au facteur de croissa@pithéliale (EGFR), qui étaient
initialement utilisés pour le traitement des formesdtastatiques, sont aujourd’hui testés dans
différentes études en prescription adjuvante.

Le bevacizumab est habituellement combiné avecasseciation de chimiothérapie
(paclitaxel-carboplatine, par exemple). Ce traitetreaméliore la survie sans progression de

39 % et le taux de réponse a la chimiothérapieOdi.7
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Domaines :

1 L1

1] CR1
Extracellulaire

1l L2

CR2
Milieu
extracellulaire -
= Transmembranaire
Cytoplasme Juxtamembranaire

Tyrosine kinase

Y C-terminal

Figure 3. Structure schématique des récepteurs de la famille HER

La partie extracellulaire (~ 620 acides aminés) est composée de 4ramna
homologues 2 a 2, appelés L1 et L2 (domaines | et Ill, siege de la fixatio
du ligand) et CR1 et CR2 (pouystein Richdomaines Il et IV). Suivent
ensuite le domaine transmembranaire (~ 23 aa), le domaine
juxtamembranaire (~ 45 aa), le domaine tyrosine kinase (~ 260 aa), et un
domaine C-terminal (de 230 a 380 aa) qui peut étre phosphorylé au niveau
de tyrosines (Y).

D’aprés Holbro et Hynes, 2004.
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Troisieme partie: Du récepteur a I'EGF aux

thérapies ciblées

Chapitre 1 : Le récepteur au facteur de croissancepidermique

(EGFR)

1. La famille de 'EGFR

Le récepteur a 'lEGF (EGFR), glycoprotéine transimemaire de 170 kDaltons, est le
prototype de la famille des récepteurs a tyrosiimeade. Cette famille HERHuman
Epidermal growth factor Recepipregalement nommée Erb-B (d’aprés leur analogée awn
oncogéne d’un virus d’érythoblastose aviaire), caang quatre membres : HER1 (EGFR ou
Erb-B1,), HER2 (Erb-B2ou HER2/Neu), HER3 (Erb-B3)HER4 (Erb-B4). Ces récepteurs

jouent un role trés important dans la croissarecdifférenciation et le métabolisme cellulaire.

1.1 . Structure des récepteurs

L’ensemble des membres de la famille HER présemi& grande homologie de
structure primaire (40 a 50 %), se traduisant per organisation structurale caractéristique
(figure 3). Les récepteurs de cette famille possedenc des structures globales proches
comprenant un domaine extracellulaire (~ 620 acalamés) liant le ligand. Ce domaine
extracellulaire est composé de 4 sous-domaines I{) aépétés 2 a 2, se succédant en
alternance. Les domaines | et Il sont tres senidadt analogues a un domaine du récepteur
de l'Insulin-like Growth Factor(IGF-1), un autre récepteur a activité tyrosineake. Ces
deux domaines ont été identifies comme étant lgesde la fixation du ligand, d’ou leur
dénomination L1 et L3. Les domaines Il et IV sook.ecaractérisés par I'abondance en
résidus cystéine, d'ou leur appellation CR1 et CRR : Cystein-Rich La région
transmembranaire (23 acides aminés) est caraeépaé sa grande hydrophobicité, qui
permet I'ancrage du récepteur dans la membranenmas. Le troisieme domaine du
récepteur est un domaine intracellulaire de 54demcaminés. Il est composé d'un domaine
juxtamembranaire[{ 45 acides aminés) dont le rGle n'est pas entiener@kicidé, et d’'un

domaine a activité tyrosine kinase, dont la séga@st tres conservée entre les quatre genes
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Facteurs de croissance

Récepteurs connus Récepteuétdrodimérisés

EGF Epidermal Growth Factgr
Amphiréguline (AR)

TGFu (Transforming Growth Factor
alpha)

Epigene (EPG)

[-celluline (BTC)

HB-EGF (heparin-binding EGIF
Epiréguline (EPR)

Neurégulines (NRG)
(4 genes, nombreuses isoformes)

EGFR
EGFR

EGFR

EGFR
EGFR, HER4
EGFR, HER4

EGFR, HER4

HERS, HER4

HER 1+2, 143, 1+4
HER 1+2, 1+3, 1+4

HER 1+2, 143, 1+4

HER 1+2, 2+4

HER 1+2, 2+4
HER 1+2, 1+3, 1+4, 2+4
HER 1+2, 2+4

HER 1+3, 1+4, 2+3, 2+4, 3+§

Récepteurs

Ligands reconnus

Année de découverte

EGFR EGF receptoy = HER1 = ErbB1
HER2= ErbB2 =neu(oncogene de rat)
HER3 = ErbB3

HER4 = ErbB4

Tous sauf NRG
Aucun
NRG let 2

BTC, HB-EGF, EPR,
NRG1l a4

1978, cloné en 1984
Cloné en 1985
Cloné en 1989

Cloné en 1993

Tableau IV. Les facteurs de croissance analogues a 'EGF et leurs rédejpirs.

D’aprés Holbro et Hynes, 2004.



Revue lmhliaphique — Du récepteur a I'EGF aux thérapiedésils

des récepteurs de la famille HER (59 a 81 % d’hogie). Ce domaine est également trés
conservé pour les tyrosines kinases solubles girtdgines- et lipides-kinases en général. Le
segment régulateur C-terminal (230 a 380 acidesé&sji riche en sites de phosphorylation,
est tres important pour la transduction du sigraal l@activité du domaine tyrosine kinase

nécessite la fixation d’'un phosphore sur un dessgihajeurs d’autophosphorylation. Il est

beaucoup moins bien conservé.

1.2 . Les ligands des récepteurs de la famille EGFR

L’'EGFR est le membre de la famille HER le mieuxacaérisé et pour lequel de
nombreux ligands ont été identifiés. Les ligandsyge EGF sont classés en trois catégories
selon leur sélectivité pour les récepteurs (tablBAu Le premier groupe comprend les
ligands se liant spécifiguement a 'EGFR : 'EGEp{dermal Growth Factgr le TGFa
(Transforming Growth Factoe), I'amphiréguline (AR) et I'épigene (EPG). Le sado
groupe comprend If-celluline (BTC), 'HB-EGF Heparine-BindingeGF) et I'épiréguline
(EPR), capables de se lier spécifiguement a 'TE@GFR HER4. Le troisieme, composé des
neurorégulines (NRGs), est divisé en deux souspg®elon qu’elles soient capables de se
lier a HER3 et HER4 (NRG-1 et NRG-2) ou seulemenHBER4 (NRG-3 et NRG-4)
(Kochupurakkal et coll., 2005).

Les récepteurs HER2 et HER3 présentent deux plantiigs : HER2 n’a pas de ligand
connu, tandis que HER3 n’a pas de fonction tyrosimase (ou une trés faible) et n'a
d’activité biologique qu’en combinaison avec d'agtrécepteurs de la famille HER (Citri et
coll., 2003). Ces caractéristiques étonnantes pesrrécepteurs les ont fait surnommer le
« sourd » (HER?2) et le « muet » (HERS).

2 . Activation de 'EGFR et voies de signalisation

Le principe général d’activation des récepteurs HESR lié a une dimérisation du
récepteur en présence de son ligand. En effetakseince de ligand, ces récepteurs sont sous
la forme de monomeres inactifs. La fixation d’'ugalnd va permettre I'association de deux
monomeres en un dimeére actif. Ces dimeéres actiisgre étre des homodimeres, associant

deux monomeres identiques, ou des hétérodimérepasia de deux monomeres différents.
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Figure 4. Voies de signalisation contrblée par I'activation de 'lEGFR.

Tout d’abord, la fixation du ligand sur le récepteur va permettre I'assonidie deux monomeres en
un dimére actif. Cette dimérisation du récepteur conduit ensuite a kdictivde I'activité tyrosine
kinase du domaine intracellulaire, qui se traduit par a une autophosphorylatiorcejtedr au
niveau de son extrémité C-terminale Ce processus va se poursuivre paratien, via une
phosphorylation en cascade, de diverses voies de signalisation intl@oellen particulier la voie
RAS/MAPK, la voie phospatidylinositol-3-kinase/Akt (PI3K/Akt) et la vd&dAT. L'activation de
ces différentes voies initie la transcription d’événements influenkapoptose, I'angiogeneése, la
motilité cellulaire, I'invasion, I'adhésion et la réparation.

D’apres Ciardiello et coll., 2008.
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Une grande variété de signaux cellulaires résute dles nombreuses combinaisons entre les
11 ligands et les 10 dimeres possibles (tableau V)

Les dimeéres les plus actifs sont ceux comprenarRH§gui, bien que ne possédant pas de
ligand, va étre activé lors de son association aveautre membre de la famille HER. HER2
constitue donc un partenaire privilégié pour lanfation d’hétérodimeres, méme si sa
surexpression dans certaines tumeurs peut entraiiermation d’homodimeres (Yarden et
Sliwkowski, 2001).

La dimérisation du récepteur conduit a I'activatdmnla tyrosine kinase intracellulaire,
et se traduit par une autophosphorylation du réce@u niveau de son extrémité C-terminale.
Cette activation permet ensuite le recrutementiifiéreints effecteurs possédant des motifs de
reconnaissance pour ces phosphotyrosines : domat2<Src Homology domain)2t PTB
(PhosphoTyrosine Binding Ce processus va se poursuivre par l'activatioia une
phosphorylation en cascade, de diverses voiesgialsation intracellulaire. En particulier,
les récepteurs HER présentent de fortes interactmrec la voie RAS/MAPK, la voie
phospatidylinositol-3-kinase/Akt (PI3K/Akt) et laoe STAT. La voie MAP-kinaseMitogen
Activated Protein Kinagestimule la syntheése de nombreux facteurs de drgot®n. Cette
voie est essentielle dans la prolifération et k&edenciation cellulaire. La voie PI3-kinase
joue un role dans le contrdle des voies anti-afimptes par activation de la protéine kinase
Akt. Enfin, la voie de STAT3 est impliqguée danptalifération, I'apoptose et 'angiogenése.
L’activation de ces voies initie donc la transdopt d’événements influencant I'apoptose,
'angiogeneése, la motilité cellulaire, I'invasidradhésion et la réparation (Figure 4) (Prenzel
et coll., 2001). Les récepteurs HER possedent iles de phosphorylation sur différentes
tyrosines, expliquant la diversité des voies deaigation activées en fonction des ligands et
des partenaires associés dans les dimeres (Halbtyrees, 2004 ; Yarden et Sliwkowski,
2001).

D’autre part, la détermination de la voie de siggadion engagée, dépend également
de la durée d’activation du récepteur. Dans ledeaBEGFR, l'internalisation et I'adressage
vers I'endosome semble étre le principal moyentefiompre le signal, ce qui n’est pas le cas
pour les autres réecepteurs de la famille HER. Gas< gphénomenes sont contrblés par le
recrutement d’'une ubiquitine ligase, le protéind, Qlar le récepteur activé, ce qui induit
l'ubiquitination du récepteur et sa dégradationtsijoe EGFR forme un dimére avec HERZ2,
son ubiquitination est réduite et les hétérodiméoed internalisés et dégradeés plus lentement,

potentialisant les effets prolifératifs. L’intervean de phosphatases doit également intervenir
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dans la régulation négative des récepteurs HERS mai phénoméne est encore peu

caractérisé.

3. Les fonctions de 'EGFR
3.1. Role physiologique de 'EGFR

L’activation des voies de signalisation par 'EGFR Jes récepteurs HER en général,
participe a la prolifération, a la migration, adéférenciation et au contréle du métabolisme
de nombreux types cellulaires. Un effet anti-aptgte leur est également attribué.

Au cours de la vie, 'EGF et son récepteur sontliqués dans le développement et le
maintien des épithéliums, notamment au niveau d@eau, des intestins, du foie, des
poumons, des glandes mammaires. Des expériencextiViation de génes chez la souris ont
permis de découvrir son implication dans la difféiation et la prolifération cellulaire au
cours du développement embryonnaire et son impet@our la physiologie chez l'adulte.
Ainsi, des sourisknock-out (KO) pour le géne de EGFR présentent un retard du
développement embryonnaire et un taux de mortélggé. La majorité des nouveaux-nés
décédent avant 8 jours, présentant de nombreurssidm prématurité, de dysfonctionnements
cérébraux et des anomalies épithéliales variéesvaau de la peau, des poumons, des reins
ou du tractus gastro-intestinal (Sibilia et Wagri®95 ; Threadgill et coll., 1995 ; Miettinen
et coll., 1995).

3.2 . Implication de 'EGFR dans la carcinogenese

L’implication de la voie EGFR dans la carcinogenas&té mise en évidence a partir
de modéles de tumeurs induites par des virus (Mehzwll., 1993 ; Miller et coll., 1995 ;
Straight et coll., 1995).

Historiquement, TEGFR a été un des premiers postoegeénes cellulaires humains
identifiés (Ushiro et Cohen, 1980), et le premieot@g-oncogene membranaire a activité
tyrosine kinase directement impliqué dans la cagémése humaine (Gschwind et coll.,
2004).
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Pourcentage des tumeurs

Type tumoral . )
présentant une surexpression

Gliomes 86 492 %
\Voies aéro-digestives supérieures 47 %
Sein 37 %
Estomac 33a81l%
Pancréas 30a50 %
Colon / Rectum 254100 %
Ovaire 35470 %
Prostate 40 489 %

Tableau V. Niveau d’expression des récepteurs HER dans les
tumeurs humaines.
Le pourcentage est déterminé par immunohistochimie.
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L’hyperactivation de la voie EGFR dans les tumeueat étre due a differents mécanismes
(Gschwind et coll., 2004 ; Holbro et coll., 2003) :

- la surexpression du récepteur lui-méme (en pagtigement liée a I'amplification du
gene), qui est retrouvée dans un grand nombreaddidations tumorales (cancers de
la téte et du cou, du poumon, du colon, du pancdaeein, etc.),

- la surexpression des ligands (essentiellement I'EGe TGFe). Ces ligands sont
produits par la tumeur elle-méme et activent 'EGER maniere constitutive
(Salomon et coll., 1995).

- I'activation intrinséque du récepteur indépendahidigand (mutations activatrices de
'EGFR). La mutation activatrice la plus fréquemrmehservée est une délétion d’une
partie du domaine extracellulaire de 'EGFR, appsgige Il (EGFRUVIII). Elle est
commune dans les glioblastomes (Ekstrand et d@B?2), et est également exprimée

dans les carcinomes du rein, du sein et du pouiMosdatello et coll., 1995)

Les effets de l'activation de la voie de I'EGFR des cellules tumorales sont
multiples et convergent vers une augmentation derdeéssance cellulaire en favorisant la
prolifération et en diminuant les mécanismes d'apep mais aussi en stimulant
'angiogenése et les processus d’invasion tumorale.

La surexpression des récepteurs HER est présente dfa nombreux types tumoraux et
varient selon les tumeurs. En particulier 'EGFR sgexprimé dans les cancers colorectaux,
les cancers ORL ou les cancers broncho-pulmon@abkeau V).

Enfin, il a été décrit que la progression tumogthst plus agressive chez les patients dont les
tumeurs présentent des altérations de la signalisde 'EGFR. De plus, ces modifications
sont généralement associées a un mauvais pro(atimlson et coll., 2001 ; Hynes et Lane,
2005 ; Krause et Van Etten, 2005).

3.2.1 . Réle de 'EGFR dans la carcinogenése puiine

L’EGFR est exprimé a la fois dans le poumon saite@ts les carcinomes pulmonaires.
Il est exprimé dans tous les types histologiquescdecinomes pulmonaires, et plus
particulierement, il est surexprimé dans 40 a 80e¢% CBNPC et dans presque 100 % des cas
de carcinomes. Entre 20 et 50 % des CBNPC sonttésises par un gain du nombre de

copies du gen&GFR La surexpression de 'EGFR est corrélée avectumeur faiblement
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différenciée, ayant un fort pouvoir de prolifératiet un fort pouvoir métastatique. Ainsi les
CBNPC surexprimant 'EGFR sont de mauvais prong&atomon et coll., 1995).

De plus, nombre de ces tumeurs sont indépendangea-ws des facteurs de
croissance présents dans I'environnement tumoeal,elies sont capables de secréter les
ligands de 'EGFR tels 'EGF, I'amphiréguline olHB-EGF de maniére autocrine. Ainsi un
signal constitutif de prolifération cellulaire @stluit par la stimulation continue et autonome
de 'EGFR (Salomon et coll., 1995, Pollard et ¢d&004). Enfin, des mutations activatrices
du domaine tyrosine kinase sont deécrites (Lynchod#it, 2004 ; Paez et coll., 2004). Elles

activent 'TEGFR de maniére constitutive et permamen

3.2.2 . Réle de 'EGFR dans la carcinogenésereotale

Le récepteur a 'EGF apparait comme un élémendleli&a carcinogenese colorectale,
a la fois par son fort niveau d’expression et parghénomeénes qu'’il régwéa les voies de
signalisation. L’'activation oncogénique de 'EGFBnd les tumeurs du colon et du rectum
passe par de nombreux mécanismes :

- l'augmentation de I'expression, caractérisée pag aogmentation du nombre de
récepteurs a la surface des cellules. Ce phénomeéunt lui-méme résulter d’'une
amplification génique, d’'une augmentation de I\atdi transcriptionnelle ou d’'une
stabilisation accrue du récepteur. LEGFR est quiee dans 65 a 75 % ces cancers
colorectaux (Goldstein et Armin, 2001),

- les mutations entrainant la synthése d'un réceptyant perdu le domaine
extracellulaire et rendu constitutionnellement faftiariant activé EGFRVIII) sont
assez fréquentes dans les carcinomes colorectaoscéikllo et coll., 1998). Les
mutations du domaine intracellulaire, telles q@ellont pu étre identifiees dans les
cancers broncho-pulmonaires, semblent par cont&vanement rare voire inexistant
dans les tumeurs colorectales (Nagahara et c005 2 Lee et coll., 2005),

- la présence en grande quantité de ToGFans les tumeurs colorectales est responsable
d’'une boucle autocrine d’activation continue deGHER, induisant une activation anti-
apoptotique et favorisant la perte de I'ancragéadeellule a la matrice extracellulaire
(Karnes et coll., 1998).

Au vue des différentes implications de 'EGFR diesscarcinogeneses broncho-pulmonaires
et colorectales, ce récepteur constitue donc ublke cie choix pour le développement de

nouvelles thérapeutiques moléculaires ciblant 'BRGF
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Caractéristiques Anticorps monoclonaux Inhibiteurs de tyrosinekinase

Voie d’administration Voie intraveineuse (généralemehaque Voie orale (généralement, prige
semaine, ou toutes les deux semaines)  quotidienne)

Structure Immunoglobulines recombinantes (150€omposés de faible poids moléculaife
180 kD) (400-600 kD)

Sélectivité pour la cible Exclusivement spécifiqued BEFR Relativement spécifiques de 'EGFR

Inhibition de 'EGFR uniquement ou d
tous les récepteurs de la famille ¢
'EGFR
Certains TKls de I'EGFR peuven
également inhiber le VEGF

Mécanismes d'interférence  Fixation a la partie extracellulaire du Fixation a la partie intracellulaire dt
ihe

avec l'activation de 'lEGFR  récepteur, empéchant la fixation du ligandrécepteur, au niveau du domaine tyros
et la dimérisation du récepteur kinase ; entre en compétition avec I'AT

14

L

D

récepteur. Fixation réversible ; d
inhibiteurs irréversibles sont en cours
développement clinique

et inhibe I'autophosphorylation d{

S
e

Effets cellulaires de Inhibe la prolifération cellulaire (arrét en Inhibe la prolifération cellulaire (arrét ef

I'inhibition de 'EGFR phase G1), la production de VEGF,phase G0-G1), la production de VEGF,
I'angiogenése et l'invasion cellulaire. I'angiogenese et I'invasion cellulaire.
Potentialise  l'activité des drogues Potentialise Il'activité des drogues
cytotoxique el de la radiothérapi cytotoxique el de la radiothérapi

Induction de l'internalisation, Oui Non (bien que les TKis de I'EGFH

de la régulation et de la puissent induire la dégradation et Ja

dégradation de 'EGFR régulation de 'EGFR)

Inhibition de la signalisation  Oui Oui

intracellulaire dépendante de

'EGFR

Activité sur les protéines Probablement, pour les mutations duOui - pour les mutations du domaing

EGFR mutées domaine tyrosine kinase, malgré latyrosine kinase (délétion des codons 746-
fixation des anticorps monoclonaux au750 de I'exon 19 et mutation L858R d
niveau extracellulaire I'exon 21), qui permettent une fixation d

Pas complétement connu pour |eshaute affinité avec les TKis (erlotinib g
mutations du domaine extracellulaire dug€fitinib)

récepteur Non - pour les mutations de résistang
acquises (T790M de I'exon 20)
Activation de la réponse Oui — la cytotoxicité dépendante desNon
immunitaire anticorps contribue a [lactivité anti-

tumorale des anticorps monoclonaux anti-
EGFR, comme le cetuximab ; cette
cytotoxicité n’a pas été rapportée avec le

panitumumab

Tableau VI. Caractéristiques fonctionnelles et pharmacologiques deslibiteurs de 'EGFR.
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Chapitre 2 : Les thérapeutigues ciblant 'EGFR

Actuellement, les thérapeutiques ciblées utilissresancérologie font principalement
appel a deux grandes catégories de moléculesniiesips monoclonaux et les inhibiteurs de
tyrosine kinase (TKI) (Modi et Seidman, 2002). Liblage du récepteur au facteur de
croissance épidermique représente une des avaesgass prometteuses sur le plan clinique
(Artaega, 2001 ; Baselga, 2001 ; Ciardiella et drart 2008 pour revues) (tableau VI). Parmi
les produits ciblant 'EGFR, les agents les miearrus et les plus avancés du point de vue
clinique sont, pour les anticorps monoclonaux céeuximab (ErbituX) et le panitumumab
(Vectibix®), et pour les TKis : le gefitinib (Ires®get I'erlotinib (Tarcevd).

1 . Les anticorps monoclonaux

Les premiers anticorps monoclonaux spécifiguesEBHR ont été isolés, il a y une
vingtaine d’années, a partir de récepteurs patredht purifies (Sato et coll., 1983 ; Schreiber
et coll., 1981). Les anticorps monoclonaux dirigéatre 'lEGFR se lient spécifiguement au
domaine extracellulaire et entrent en compétitieacda fixation du ligand. Ceci entrainant
un blocage de la dimérisation et de I'autophosghation et par conségquent une inhibition des
voies de transduction du signal. Ces anticorps nmaissent exclusivement 'EGFR et
possedent une trés grande sélectivité pour cetetaep

Les mécanismes d’action, les effets pharmacologigiees spectres d'activité des
anticorps monoclonaux anti-EGFR et des inhibitelestyrosine kinase de 'EGFR ne sont
pas complétement élucidés et présentent certaimededrs difféerences peuvent étre
cliniguement pertinentes (tableau VI). Les antisommonoclonaux, et plus particulierement le
cetuximab, peuvent susciter une réponse immunetwmbrale de I'héte, impliquant une
cytotoxicité a médiation cellulaire, dépendantd’aeticorps (Figure 5). En outre, ils peuvent
€galement induire I'internalisation de 'EGFR eguéer sa dégradation (Figure 5). Ces deux
mécanismes semblent contribuer de maniére impertantl’activité anti-tumorale des
anticorps. Enfin, leur pharmacocinétique est beapcmoins sujette a la forte variété

interindividuelle.
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Figure 5. Mécanismes d’action des anticorps monoclonaux anti-EGFR surebk cellules
tumorales.

Le cetuximal (anticorp: monoclone ant-EGFR) qui es une immunoglobulin IgG1l, peu suscite
la réponse immune anti-tumorale de I'héte, impliquant une cytotoxicité a ndiaellulaire,
dépendante de l'anticorps (partie A). De plus, les anticorps monoclonawEGRIR peuvent
induire l'internalisation de I'EGFR et sa diminution, régulant ainsi la ddgtion du récepteur
(partie B). Ces deux mécanismes semblent contribuer de maniére impoatdiatetivité anti-
tumorale des anticorps anti-EGFR.

D’apres Ciardiello et coll., 2008.

Anticorps Caractéristique Tumeurs candidates . Stade de
développement

Cetuximab Chimérique Colon, VADS, Pancreéas, Commercialisé
(Erbitux®) CBNPC
Panitumumab Humain Colon Commercialis§
(Vectibix®)
Matuzumab Humanisé VADS, Colon, Ovaire, Col Phase I
(EMD-7200) de l'utérus
h-R3 Humanisé VADS Phase Il

Tableau VII. Principaux anticorps monoclonaux et leur stade de dévelopgment
clinique.

CBNPC : Carcinome Bronchique Non a Petites Cellules ; VADS : Voies Algestives
Supérieures
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Actuellement différents anticorps monoclonaux sarilisés ou en cours de
développement (tableau VII). Certains ont déja méorieur activité clinique sur de
nombreuses tumeurs solides, incluant les cancdosectaux et les CBNPC. lls sont tous

administrés par voie intraveineuse. Seuls le cetakiet le panitumumab seront présentes.
1.1. Le cetuximab

Le cetuximab (Erbitu%) est un anticorps monoclonal chimérique (humaimimu
IgG1 se liant spécifiquement au domaine extracatellde 'EGFR. Il présent une affinité et
une spécificité pour le récepteur de 'EGF supéeswa celles des ligands naturels EGF et
TGF.

Les nombreuses études précliniques ont permiséatgspr le mécanisme d’action des
anticorps anti-EGFR. Ainsin vitro, le cetuximab présente une activité cytostatiqueles
lignées cellulaires (Overholser et coll., 2000)s lé&tudes sur des modeles de xénogreffe ont
mis en évidence une activité supérieirevivo par rapport a I'activité attendue d’aprés les
résultats obtenusn vitro. Cette difféerence d’activité, qui n'est pas observavec les
inhibiteurs de tyrosine kinase, pourrait s’expligygr des mécanismes hote-dépendants,
notamment par les phénoménes de cytotoxicité apsc@t/ou complément-dépendante
(figure 5) (Carter, 2001). Le cetuximab est égaletnmmpable d’induire I'internalisation de
'EGFR et sa dégradation (Lilenbaum, 2006a). Lesl@ées précliniques ont également mis
en évidence une synergie avec la chimiothéragesetdiations ionisantes (Ciardello et coll.,
1999 ; Prewett et coll., 2002 ; Bonner et coll.0@0

Initialement, le développement clinique du cetuxinea été focalisé sur la prise en
charge des cancers colorectaux meétastatiques, sotia$on avec une chimiothérapie.
L’étude de phase Il, associant le cetuximab anbiécan, a montré un taux de réponse
supérieure par rapport a l'irinotécan utilisé ennotbérapie chez des patients considérés
comme résistant a l'irinotécan (Saltz et coll., £0@Ces résultats ont été confirmés par une
étude randomisée de phase lll, comparant la consbimaetuximab-irinotécan au cetuximab
en monothérapie. L’association permet d’obtenir tanx de réponse significativement
supérieur (22,9 %versus10,8 %), ainsi qu’'une augmentation de la surviaiarée sans
progression. Cependant, la survie globale n’estspasficativement différente (Cunningham
et coll., 2004).

Ces données ont aboutit, en 2004, a I'obtentiom digrément aux Etats-Unis du

cetuximab pour le traitement des patients atteddscancers colorectaux meétastatiques
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réfractaires au traitement par irinotécan, en agson avec l'irinotécan, ou seul pour le
traitement des patients ne tolérant pas I'irinatéca

Une étude récente de phase Il comparait la condmnacetuximab-irinotécaversus
irinotécan en seconde ligne de traitement pouaieement des patients non répondeurs a une
chimiothérapie a base d'oxaliplatine. Les résultasntrent que l'association cetuximab-
irinotécan est significativement plus efficace tjirgnotécan utilisé en monothérapie, a la fois
en terme de taux de réponse, d’augmentation derléessans progression et d’amélioration
de la qualité de vie (Eng et coll., 2007).

Actuellement, le cetuximab est utilisé efi®ligne de chimiothérapie, en association
avec d’autres drogues anti-tumorales, telles quealiplatine ou le 5FU, (Folprecht et coll.,
2006 ; Tabernero et coll., 2007 ; Van Cutsem €t,c2007), pour le traitement des patients
atteints de cancers colorectaux métastatiquesreaptilEGFRet exprimanKRASnhon muté
(type sauvage). L'association du cetuximab avdmeleacizumab (anticorps monoclonal anti-

VEGF) est également évaluée (Saltz et coll., 2005).

Le cetuximab est également indiqué dans les carmsode la téte et du cou
localement avancés en association avec la radagieér(Bonner et coll., 2006). Cette
association prolonge significativement la duréevidesans progression, la durée du contréle
locorégional de la tumeur et la survie. Des résulsamilaires sont obtenus dans les essais

évaluant I'association cetuximab-cisplatine ou xehab-5FU (Vermorken et coll., 2007).

Enfin, cet anticorps a fait I'objet de nhombreusegestigations dans le CBNPC. En
1%®ligne, il existe des résultats de phase Il retatient encourageants. Ainsi I'essai de phase
Il randomisé (Rosell et coll, 2004), comparant &filigne thérapeutique I'utilisation d’une
chimiothérapie par cisplatine et vinorelbine asSecou non au cetuximab, a montré une
amélioration du taux de réponse chez les patiesiteés par cetuximab (31,7 9rsus20 %).
Les résultats de I'essai de phase lll, cisplatimenelbineversuscisplatine-vinorelbine plus
cetuximab chez des patients atteints de CBNPC amecsurexpression de 'EGFR (étude
FLEX) sont actuellement attendus. Deux autres gshaiilisation du cetuximab dans la prise
en charge de®f ligne des CBNPC, en association avec une chimiatiieé gemcitabine/sels
de platine (étude randomisée de phase Il) (Buttolet 2007) ou carboplatine/paclitaxel ou
docétaxel (essai de phase Ill) se sont avérésife@aimch et coll., 2007).

Les essais évaluant l'utilisation du cetuximab eocosde ligne de traitement, seul ou

en association avec une chimiothérapie, sont égalemécevants (Hanna et coll., 2006).
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anti-tumorale des drogues cytotoxique et de la radiothérapie.

Figure 6. Mécanismes d’action des molécules anti-EGFR sur
les cellules tumorales.

Les anticorps monoclonaux se lient domaine extracellulaire de
'EGFR et bloquent la liaison du ligand et I'activation du
récepteur. Les petites molécules, inhibitrices de tyrosine
kinase(TKIs) de 'EGFR, entrent en compétition avec I'’ATP pour
la liaison au niveau du domaine tyrosine kinase intracellulaire, et
bloquent I'autophosphorylation et de la signalisation située en
aval.

D’aprés Ciardiello et coll., 2008.
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Cependant, I'association du cetuximab avec la thdrapie semble prometteuse dans les

stades localement avancés.
1.2 . Le panitumumab

Le panitumumab (Vectibf® est un anticorps complétement humanisé 1gG2 desha
affinité pour 'EGFR. Il est actuellement indiqué enonothérapie pour le traitement des
patients atteints de cancers colorectaux métasegigxprimant 'lEGFR et exprimant KRAS
non muté (type sauvage), aprés échec des protadelelsimiothérapies a base d’oxaliplatine
et d’irinotécan (Wu et coll., 2008).

Il existe actuellement peu de données sur l'effiéade cette molécule dans le
traitement des CBNPC. Les résultats d’'une étudepkiase Il randomisée comparant
I'association taxol-carboplatine associé ou norpamitumumab en®F ligne thérapeutique

sont attendus avec intérét (Crawford et coll., 2004
1.3 . Tolérance aux anticorps monoclonaux anti-EGFR

Les anticorps monoclonaux anti-EGFR présentent rofil e tolérance tout a fait
acceptable. Les toxicités sont essentiellementnéeta (80 %) (rash cutané, stomatite) et
digestives (diarrhées, nausées, vomissements).r&lesient, des réactions anaphylactiques
peuvent apparaitre chez 5 % des patients lors derdaniere administration. Une
prémédication par un antihistaminique est donomenandée. Une réaction majeure peut
entrainer la diminution de doses, voire un arrétrditement, bien qu’elle soit généralement

corrélée a une efficacité thérapeutique sur le@alc-méme.

2 . Les inhibiteurs de tyrosine kinase (TKIS)

La cible principale des inhibiteurs de tyrosinedsa (TKIs) est le site de fixation de
'ATP, partenaire clé dans la phosphorylation etadans I'activation du récepteur a activité
tyrosine kinase. Les TKls empéchent la fixatio’A&P sur la tyrosine kinase, en entrant en
compétition pour son site de fixation, inhibantralfactivité de phosphorylation (figure 6)
(Ciardella et coll., 2001 ; Noonberg et Benz, 20()) pratique, la spécificité des TKls de

'EGFR n’est pas absolue, car pres d’'une centamgyitsine-kinases intracellulaires peuvent
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étre ciblées par leur poche ATP (Krause et Vanniz2805). Pour certaines molécules, cette
réactivité croisée peut étre considérée comme oiee d/action supplémentaire, notamment
en inhibant les autres récepteurs de la famille HiBRibiteurs dit pan-HER ou mutli-HER).
D’autre part, I'action des TKIs n’est pas compledsinétablie : I'action des TKIs est-elle
limitée a linhibition de Il'activité enzymatique oy a-t-il interaction avec les processus

d’internalisation et de dégradation du récepteur ?

Parmi tous les pharmacophores identifiés lors deldgpement des TKIs de 'EGFR
la classe des anilinoquinazolines est aujourd’aunleux représentée au niveau des activités
observées dans différents essais cliniques. Eh @ffgitro le noyau quinazoline est capable
d’inhiber I'activité tyrosine kinase de 'EGFR deamere importante et ainsi d’'inhiber la
prolifération cellulaire induite par 'EGFR (Ward eoll., 2004). L'étude des relations
structure-activité du noyau quinazoline et sa suligin par différents groupements,
améliorant les propriétés physico-chimiques et iszthi I'instabilité métabolique, ont conduit
au développement de deux molécules, le gefitinid’estotinib (figure 7), actuellement
utilisées en clinique (administration par voie ejaln vitro etin vivo, ces composeés inhibent
'autophosphorylation et la cascade de signawadetiulaires, de maniére dose dépendante.
Les études précliniques ont mis en évidence letioracytotoxique en monothérapie sur de
nombreuses lignées tumorales humaines ainsi quesyemergie d’action avec les agents de
chimiothérapie conventionnels (notamment les sesptitine, les anthracyclines et les

taxanes) et les radiations ionisantes.
2.1 . Le gefitinib

Le gefitinib (ZD1839, Ires$y a été le premier TKI réversible de 'TEGFR a awtié
évalué en essai clinique. Deux essais de phasetlimontré une activité cliniqgue anti-
tumorale importante du gefitinib chez des patiattsints de CBNPC, ne répondant pas a une
ou plusieurs lignes de chimiothérapies (a basesldede platine et de docétaxel). Il s’agit des
études IDEAL 1 (gefitinib utilisé en®?® et 3™ ligne de chimiothérapie) (Fukuoka et coll.,
2003) et IDEAL 2 (gefinitib en %3 ligne de chimiothérapie) (Kris et coll., 2003).Baces
essais, le gefitinib présente une améliorationé&mmse objective et de la survie médiane,
ainsi gu’'un meilleur profil de toxicité comparé achimiothérapies. En 2003, ces données ont

permis l'obtention d’'un agrément aux Etats-Unis mpdutilisation du gefitinib dans le
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traitement de %™ligne des patients atteints de CBNPC de stadecéven progression aprés
échec de la chimiothérapie (sels de platine ettdzed.

Cependant, I'étude randomisée de phase Il ISEs$l Survival Evaluation in Lung cancer)
qui comparait, chez des patients atteints de CBNE@Gtade avancé, le gefinitib efi"2ou
3*™ligne de traitement & des soins de support a étians la démonstration que le gefitinib
améliorait la survie des patients (Thatcher et.c@005). Aucune différence, de survie
médiane ou d’amélioration du taux de survie & ureahobservée chez les patients traités par
gefitinib versusplacebo. Cependant, les analyses planifiées esxgroupes ont montré que le
traitement par gefitinib est associé a une améimrade la survie chez les femmes, les
individus non fumeurs, les patients porteurs d’agéncinomes et les patients asiatiques.
Deux autres études de phase Il ont également déénque I'association du gefitinib a une
chimiothérapie en premiere ligne de traitement@BBIPC n’apportait pas de bénéfice sur la
survie. Le traitement combiné est en outre assdaige toxicité accrue des TKIs (Herbst et
coll., 2004 ; Giaccone et coll., 2004). Aux Etatsidet en Europe, les indications sont donc
réduites aux patients participant a des essaigja#s ou répondeurs en cours de traitement.
Malgré ces résultats décevants, le gefitinib egjotrs en cours d’évaluation dans différents
types de stratégies. En France, il est en courmalliétion dans deux essais de phase Il. Le
premier essai évalue l'intérét de I'associatiorgdfitinib a la radiothérapie post-opératoire et
au cisplatine dans les carcinomes des voies agestiies supérieures. Le second compare
trois chimiothérapies, par gefitinib ou par gemuit@ ou par docétaxel, chez des patients
fragilisés ayant un CBNPC de stade IV ou IlIB noccessible a un traitement par
radiothérapie. A ce jour, les inclusions des pasiesont terminées et les résultats sont a
paraitre. Au niveau mondial, une vingtaine d’esshisques (d’apres clinicaltrials.gov, 2008)
évaluent le gefitinib pour le traitement des CBNRICfaudra toutefois attendre quelques
années pour préciser la place du gefitinib pourdéement de ces cancers. Cependant, le
gefitinib est toujours commercialisé en Asie, sditeon agrément obtenu au Japon en 2002,
car son efficacité a été montrée pour certains -gouspes de patients, et plus

particulierement les patients d’origine asiatique.

Dans le traitement des cancers colorectaux, I'étan de I'utilisation du gefitinib est
beaucoup moins avancée. Les études précliniquesqa® en monothérapie n’ont pas mis en
évidence d’activité anti-tumorale du gefitinib $es tumeurs colorectales (Mackenzie et coll.,
2005). Actuellement, des travaux sont en cours pafinir la place du gefitinib en

association a la chimiothérapie (Fisher et collQ4).

32



Revue lmhliaphique — Du récepteur a I'EGF aux thérapiedésils

A ce jour, l'utilisation du gefitinib est évaluéeats de nombreuses pathologies
tumorales dans lesquelles 'EGFR joue son rble abgéne. Ainsi, plus de 200 essais
cliniques basés sur lI'administration du gefitintioutes pathologies et stades tumoraux

confondus sont recensés sur le site http://clitriedd.gov(mars 2009).

2.2 . L'erlotinib

L’erlotinib (OSI-774, Tarcevd est le second TKI réversible de 'EGFR & avo# ét
développé suite aux résultats obtenus avec dénjefifprés un essai de phase Il éf®du
3*™ligne de traitement des CBNPC avancé ou métastatigant montré un taux de réponse
similaire & celui observé avec le gefitinib (PeBster et coll., 2004), I'erlotinib a fait I'objet
d'un essai randomisé de phase Il (BR21). Cettdectu évalué I'erlotinib en monothérapie
versus placebo, en @ ou 3™ ligne de traitement des CBNPC, aprés échec de la
chimiothérapie conventionnelle (Shepherd et c2005). La survie médiane et la survie a un
an étaient significativement plus importantes di@nbras erlotinib (6,7 mois et 31 %) par
rapport au bras placebo (4,7 mois et 21 %), coaduia une réduction significative de la
probabilité de déces. Ces données ont conduingelgstrement aux Etats-Unis (2004) et en
Europe (2005) de lerlotinib pour le traitement @™ ou 3™ ligne des CBNPC
obtenus sont comparables a ceux observés avechimmthérapie a base de sels de platine
(survie médiane de 10,5 a 13 mois et taux de répdasl2 a 23 %). Cependant le profil de
toxicité est beaucoup plus favorable a I'erlotifhiaccone et coll., 2006 ; Akerly et coll.,
2006). Enfin, une étude récemment présentée pankalum et coll. (2006b), comparant
I'erlotinib & I'association carboplatine-paclitaxela pas montré de supériorité de I'erlotinib
par rapport a la chimiothérapie. Ce qui confirmégpremiere ligne, un doublet a base de
sels de platine est supérieur a I'erlotinib, toutraoins dans le cadre d’'une population non
sélectionnée. En revanche, des résultats bien auesll que ceux observés avec les
associations classiques de cytotoxiques, ont @goreges dans le cadre d’études incluant des
patients sélectionnés sur la base de facteurs nilalges préedictifs de la réponse aux
inhibiteurs du génEGFR
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1.3 . Tolérance aux TKIs

La tolérance des TKIs de 'EGFR est relativemenrizo (Shah et coll.,, 2005). Il
n'existe pas de toxicité limitante et le profil dexicité est trés difféerent de celui des
chimiothérapies. Les toxicités sont essentiellenwertanées (rash : 45 a 75 %, stomatite :
17 % ; oculaire: 27 %), digestives (diarrhées: &554 % ; nausées: 15 a 33 %;
vomissements : 10 a 23 % ; anorexie : 7 a 52 %9 tdux les plus bas étant observés chez les
malades recevant le gefitinib. Des pneumopathiegies au gefitinib ont été observées avec
une incidence de 0,35 % des malades hors Japon esque de déces de 0,06 %. Des
leucémies ont été observées avec une incidence8degoQr 100 000, sans pour le moment
d’'imputabilité démontrée. Un risque de mauvaiseogiifon digestive peut survenir avec des

médicaments modifiant le pH gastrique.
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Quatrieme partie : Facteurs moléculaires prédictifs

de la réponse ou de la résistance aux thérapies
ciblées de 'EGFR

Chapitre 1 : Les mutations de IEGFR

Une association entre mutations somatiques du B&teR et la réponse aux TKIs a
été mise en évidence dans les CBNPC (Paez et2@li4 ; Pao et coll., 2004 ; Lynch et coll.,
2004). Ces mutations ont été identifiées au nivées exons 18 a 21 du geB&FR qui
codent pour le domaine a activité tyrosine kinaserétepteur. Elles sont retrouvées dans
environ 20 % des tumeurs broncho-pulmonaires, e$ plarticulierement dans 10 % des
CBNPC.

Des études ont essayé de déterminer la fréquerccendtations de EGFR sur de
larges populations de CBNPC non traités par TKEnd$une étude italienne 39 mutations ont
été retrouvées sur une série consécutive de 86(PCRBMeprésentant une fréquence de 4,5 %
(Marchetti et coll., 2005). Dans une compilation4études réalisées aux Etats-Unis et en
Asie, 149 mutations ont été retrouvées a parti7 5 prélevements tumoraux, représentant
une fréquence de 19,6 % (Pao et coll., 2005). @eteé ont permis ensuite de préciser les
facteurs prédictifs de la présence de mutationsEl8FR que sont I'origine asiatique, le sexe
féminin, le type histologique adénocarcinome, etshmus-type histologique carcinome
bronchio-alvéolaire, I'absence de tabagisme (Shagsmet coll., 2005) ; le poids respectif et
'indépendance de ces facteurs variant de mamiépertante d’'une étude a l'autre. L'age et le
stade TNM ne semblent pas influencer ces résulatsi, dans I'étude italienne, la fréquence
des mutations deEGFR était de 26 % pour les carcinomes bronchio-alesa6 % dans
les adénocarcinomes non bronchio-alvéolaires ét#edans les épidermoides et les CBNPC
indifférenciés (Marchetti et coll., 2005).

Quatre-vingt-dix pour cent de ces mutations corex@rdeux « hot spots ». Dans 45 a
50 % des cas, I'exon 19 comporte une délétion dsigurs nucléotides éliminant 4 acides
aminés hautement conservés (LREA), et dans 35 % 4fe cas, il s’agit d’'une mutation

ponctuelle dans I'exon 21, résultant de la subisitud’'une leucine par une arginine en
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Figure 8. Mutations du domaine kinase du récepteur a 'EGF dans les camrs bronchiques
non a petites cellules (CBNPC).

Les altérations du domaine kinase, cliniguement pertinentes, et Iégusefices sont représentées
par les fenétres jaunes. Les mutations qui conférent la résistancefitinitg€T790M) ou a
I'erlotinib (T790M et E884K) sont également indiquées (fenétres oranges).

D’aprés Irmer et coll., 2007.
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Figure 9. Effets des mutations du domaine Tyrosine Kinase sur la poche dieison de I'ATP

Les délétions de I'exon 19 (DEL) raccourcissent la boucle dans la régi@mmnale de I'hélice.

Les insertions et/ou les duplications de I'exon 20 ajoutent un a trois acidegsuai niveau de la
boucle C-terminale de I'hélicaC (INS). Les mutations des exons 19 et 20 semblent réorienter le
réle crucial de I'hélicenC de la méme maniére. Le troisieme type de mutation caractérisiiee s
dans la boucle d’activation (exon 21), dans laquelle le remplacementédekis hydrophobes
leucine en 858 (commune), et en 861 (rare) par une acide aminé basique euestein faveur de

la stabilisation de la boucle d’activation dans la position active (MM).r@xes mutations de
I'exon 18 interviennent dans la boucle P (G7193apres Gazdar et coll., 2004
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position 858 (L858R). Les autres mutations peuvenicher également les exons 18
(substitution G719M dans 5 % des cas) et 20 (Pacokt 2005 ; Irmer et coll.,, 2007)
(Figure 8). Ces mutations se situent au niveawag@mthe de fixation de 'ATP du domaine a
activité tyrosine kinase et stabilisent les intéoas de I'ATP dans son site de liaison. Le
récepteur est alors activé de maniére constityfigerre 9). Ces modifications structurales
stabilisent également les interactions EGFR-TKéndant le récepteur plus sensible a ces
inhibiteurs.

Ces mutations deEGFRont initialement été décrites chez des patierasitagrésente
une réponse majeure a un TKI de 'EGFR (gefitinibeslotinib). Il a également été montré
que cette efficacitén vivo était associée a une augmentation d’'un log dédafité anti-
tumorale des TKIlgn vitro (Paez et coll., 2004). L’'étude rétrospective da ldacoll. (2005)
portant sur 90 patients a confirmé que la préselecéelles mutations était associée a une
probabilité plus importante de réponse aux TKIs ¥@)7 néanmoins les tumeurs de certains
malades ayant répondu ne présentaient pas de omstate IEGFR (10 %). Ces mutations ne
sont pas mises en évidence dans le tissu saintyméoral, ne sont pas induites par le
traitement par TKIs, ne sont pas retrouvées chez les patients répondeurs et n'ont pas été
retrouvées chez les malades progresseurs ou séabi#ious TKIs. Leur présence semble
constituer un marqueur de meilleur pronostic, y posnchez les malades ne recevant pas de
TKls de 'EGFR (Pao et Miller, 2005). De plus, |&létion de I'exon 19 est un facteur
prédictif de meilleure survie sans progressionestretilleure survie globale (Hirsch et coll.,
2003 ; Takano et coll., 2005).

Cependant, dans le cas ou les anti-EGFR (gefitindnt associés a la chimiothérapie, les

mutations du genEGFRsemblent perdre de leur puissance prédictive @aedoll., 2005).

D’autre part, il a été montré récemment que I'épeapent au traitement des patients
atteints de CBNPC, initialement répondeur au gefitiou a I'erlotinib, était associé au
développement de mutations additionnelles au nigeadomaine tyrosine kinase de 'lEGFR
(Sharma et coll., 2007). La mutation la plus étadiét la substitution T790M dans I'exon 20.
In vitro, sa présence est associée a un phénotype damésistu gefitinib (Pao et coll., 2005)
et a l'erlotinib (Kosaka et coll., 2006). Cette @itn se situe également au niveau du
domaine tyrosine kinase et entraine une modifinatie la structure tridimensionnelle, qui

altére la liaison du TKI.
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Activation du récepteur a I'EGF
Etat inactif @ | Etat actif |

Q
RAS RAS

S
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Figure 10. Activation de RAS

A l'état physiologique, les protéines RAS oscillent entre une fornetine et une
forme active, et jouent ainsi un rdle d’ « interrupteur moléculaire » audes voies de
signalisatio..

GEF : Guanine nucleotide Exchange Factor ; GAP : GTPase Activating Protein.
D’apres Friday et coll., 2005.
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Chapitre 2 : Les mutations deKRAS

La famille des protéines RAS est composée de plisimembres, dont les protéines
KRAS, NRAS et HRAS, présentant une homologie deisége d’environ 85 %. Ce sont de
petites protéines G monomériques dont I'activatest déclenchée par des récepteurs
membranaires et notamment par le récepteur a 'E@Fsein des cascades de signalisation,
les protéines RAS possedent un role « d'interruptealéculaire » et oscillent entre deux
états (figure 10) (Friday et Adjei, 2005) :

- un état inactif, de repos, pendant lequel RAS &# hu GDP (Guanosine Di-
Phosphate) ;

- un état actif, transitoire, pendant lequel RAS k&tau GTP (Guanosine Tri-
Phosphate). Cette forme activée permet l'interactie RAS avec d’autres molécules
effectrices et I'activation de difféerentes voiesdgignalisation. Cette forme est ensuite
« mise sous silence » (forme inactive) par hydelys GTP en GDP par des protéines
de régulation telles que les GAP (GTPase Activangteins), ainsi que par l'activité
GTPase intrinséque des protéines RAS.

Plusieurs mutations du gemd&RASont été identifiées et sont retrouvées dans 15 a
30 % des CBNPC, 30 a 40 % des cancers colorectadanse moins de 5 % des cancers des
VADS (Voies Aéro-Supérieures Digestives). Il s’agit mutations ponctuelles, fréquemment
(90%) localisées au niveau des codons 12 et 13eden 1. Ces mutations ponctuelles
affectent le domaine de liaison du GTP, ce qui odna la production de protéines KRAS
constitutivement actives, indépendamment de cesquproduit au niveau du récepteur de
'EGF, notamment son blocage par des anticorpseEB&R.

Différentes études cliniqgues ont montré que lagwés de mutations du geK&®AS
est associée a une non-réponse aux TKIs des mapernteurs d'un CBNPC (Pao et coll.,
2005 ; Han et coll.,, 2006 ; Tsao et coll., 20060beihard et coll., 2005) et aux anticorps
monoclonaux (cetuximab et panitumumab) pour legnaént des cancers colorectaux (Lievre
et coll., 2006 ; De Roock et coll., 2007). Ces d@es analyses ont conduit a une
modification de 'TAMM du cetuximab et du panitumumavec obligation de rechercher le
statut mutationnel deKRAS et que celui-ci soit « sauvage » pour prescrigdtec

chimiothérapie chez les patients porteurs d’'un eanclorectal métastatique.
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Sensibilité

Mutations

Technique : e s Références
a (% ADN muté) identifiées
Lynch et coll., 2004
Paez, et coll., 2004
Séquencage direct 20-25 Connues ou natwo et coll., 2004
Sequist et coll., 2007
Goncalves et coll., 2008
Soung et coll., 2005
PCR-SSCP 10 Connues | Sonobe et coll., 2005
Marchetti et coll., 2005
Itabashi et coll., 2003
PCR en tems réel (TagM&n 10 Connues Hilbe et coll., 2003
Endo et coll., 2005
. s Qgino et coll., 2005
Pyroséquencage 5al0 Connues ou n ehlmann et coll., 200
SNaPshot 5a10 Connues | Di Fiore et coll., 2007
Courbe de fusion haute 5.6 Connues ou nof Krypuy et coll., 2006
résolution (HMR Do et coll., 200
PCR-RFLP 5 Connues Pan et coll., 2005
Genotypage base sur une 5 Connues Thomas et coll., 2007
analyse en MALDI-TOF MS K
Clayton et coll., 2000
. Kimura et coll., 2006
Scorpions ARMS 1 Connues Morinaga et coll., 2008
Zhang et coll., 2008
Janne et coll., 2006
Cohen et coll., 2006
dHPLC 1 Connues ou non Chin et coll., 2007
Sueoka et coll., 2007
PCR d ’enrichissement en 0.2 Connues Asano et coll.. 2006

mutations

Tableau VIII . Méthodes de détection des mutations du genBGFR et/ou du geneKRAS.
SSCP : Single-Strand Conformation Polymorphism ; HMR : High Meltings®ution ;
MALDI-TOF MS : MAtrix Laser Desorption/lonization Time-Of-Flight¥lass Spectrometry ;
ARMS : Amplified Refractory Mutation System ; dHPLC : denaturatidigh Performance

Liquid Chromatography.
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Chapitre 3 : Méthodes de détection des mutations deEEGFR et de
KRAS

La recherche des mutations des gde@§R et KRASest actuellement utilisée pour le
recrutement ciblé de patients pour des essaisquaksi et/ou pour guider les décisions
thérapeutiques. Toutefois, pour que cette rechedndenne une norme de soins, la
détermination des mutations doit étre plus fiatdpjde et précise.

Le séquencgage direct, utilisé pour de nombreusetegt(Lynch et coll., 2004 ; Paez,
et coll.,, 2004 ; Pao et coll., 2004 ; Sequist dt.,c8007 ; Goncalves et coll., 2008), est la
meéthode de référence actuelle. Cependant, cettmitpe possede plusieurs inconvénients
pour une utilisation clinique. En effet, il s’agitune méthode multi-étapes (extraction de
'ADN, amplification par PCR de I'ADN d'intérét, s@iencage et interprétation des
séquences), consommatrice de temps et qui augmeesdéai d’obtention du résultat. De plus,
sa sensibilité n'est pas optimale pour les échamil cliniques de tumeurs. En effet, le
prélevement doit contenir au moins 25 % d’ADN muttéur que cette mutation soit
facilement détectée (Pao et Ladanyi, 2007 ; Ebdrlearcoll., 2008). Or dans le cas des
cancers broncho-pulmonaires et colorectaux, leyeiments contiennent souvent un fort
pourcentage de cellules non néoplasiques, ce quigbars frequemment donner des résultats
« faux-négatifs ».

Au cours des cing derniéres années, ces cons@satbnt donc conduit au
développement et a I'évaluation de nombreuses igebs alternatives de détection des
mutations des gené&sGFRet KRAS(tableau VIII).

Les principes des techniques de recherche de mgdts plus utilisées sont décrits ci-aprés.

1 . La méthode de référence : le séquencage direct

Initialement, deux méthodes ont été développées géterminer la succession des
nucléotides qui constituent 'ADN : la méthode clyoe de A.M. Maxam et W. Gilbert,
décrite en 1977, et la méthode enzymatique proppaéd-. Sanger en 1981. La méthode
utilisée aujourd’hui est une méthode enzymatiqueraatisée, qui repose sur l'utilisation de

nucléotides particuliers appelés didéoxynucléotig@dNTP), qui bloquent la synthése
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Figure 11. Principe du séquencage selon la méthode de Sanger.

La réaction de séquence permet l'incorporation aléatoire de ddNTP ada g dNTP,
conduisant a la synthese de fragments de taille différente. Chaque ddNiEPné@igué par
un fluorophore différent, I'analyse du signal lumineux généré permet d’ohbiesi@équence
de 'ADN d'intérét. Les résultats sont présentés sous forme d’un électrophanégg.
D’aprés Lamoril et coll., 2008.
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d’ADN par I'ADN polymérase apres leur incorporatidde blocage est di a I'impossibilité
gu'ont ces nucléotides de former une liaison phodj@ster avec un autre nucléotide en
raison de I'absence de groupement hydroxyle soafleone 3. Les quatre didéoxynucléotides
utilisés sont marqués spécifiguement par des fplwoes différents (vert pour le ddATP,
bleu pour le ddCTP, jaune pour le ddGTP et rouge ddTTP). lIs sont incorporés lors de
la réaction de séquence, réalisée a partir d'udyprdCR purifié. Le produit PCR purifié
utilisé pour la réaction de séquence peut prowvd#nine PCR simple (dite PCR classique) ou
d’'une PCR nichéengsted PCR Statistiquement, au cours de la réaction, pdwaque
« base » de 'ADN cible, au moins une fois, un déNdomplémentaire sera incorporé a la
place d’un dNTP. Ainsi, les fragments de différentailles obtenus sont analysés par
électrophorése capillaire réalisée sur un autordateéquencage. A la fin de la migration,
chaque fragment (contenant un ddNTP marqué pauarophore) est excité par un laser. Le
signal lumineux généré, dépendant de la base dyd@orrporée, est analysé par un logiciel
spécifique et la séquence est présentée sous fdumeélectrophorégramme (figure 11)
(Lamoril et coll., 2008).
Pour confirmer un résultat, toute réaction de segeedun fragment d’ADN est
systématiqguement faite sur le brin sens et ans:sée séquencage permet I'étude de
séquences de 100 a 850 pb.

Cette technique de référence apparait cependantditeuse, relativement longue en
terme de délai de rendu de résultat et peu serisitdgue la quantité d’ADN muté présente

dans I'’échantillon est faible.

2 . Génotypage par méthode SNaPshot

La technique SNaPshot est basée sur I'extensiamedaunorce non marquée par une
seule base de type dideoxy marquée. Le produit PQié est mis en présence d'une
amorce qui vient s’hybrider juste avant la basecarporer. Cette méthode peut étre utilisée
pour la recherche de différentes mutations a pditin seul produit PCR. Dans ce cas les
sondes sont congues pour avoir des tailles difféseapres incorporation du ddNTP marqué.
Les fragments sont ensuite analysés par un séque@ette technique sensible et spécifique

a eteé décrite pour la recherche des mutation&R¥#%&S(Di Fiore et coll., 2007).
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Figure 12. Principe du pyroséquencage.

Le principe de cette méthode consiste & hybrider un amorce (dite amorce de
séquence) a un ADN cible (amplifié par PCR et purifi€), puis a ajouter de
maniere séquentielle et dans un ordre défini les bases une par une a partir de
I’extrémité 3° de I’amorce. L’incorporation d’une base libére un pyrophosphate
(PPi) qui, aprés transformation, se traduit par un signal mesuré en
bioluminescence. La séquence est ensuite déduite en fonction de I1’ordre
d’incorporation des nucléotides sur I’ADN complémentaire de la cible
néosynthétisée.
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3. Le pyroséquencage

Le pyroséquencage est une technique de séquencagesymthese directe
d’oligonucléotides en temps réel (Ahmadian et ¢8006). Son principe a été décrit en 1985
(Melamede, 1985), toutefois cette technique n'apétliée qu'en 1998 (Ronaghi et coll.,
1998 b).

L’amplification PCR de 'ADN d’intérét utilise unemorce biotinylée. La purification
du brin biotinylé est ensuite réalisée en vue djusgcage. L’'analyse par pyroséquencage se
déroule en cing étapes. La premiére étape corrdspdhybridation de 'amorce de séquence
sur ’ADN simple brin amplifié. Le tout est inculeé présence des différentes enzymes (ADN
polymérase, ATP sulfurylase, luciférase et apyrast)des substrats (adénosine 5’
phosphosulfate (APS) et luciférine). Lors de laosele étape, le dNTP choisi est ajouté a la
réaction et 'ADN polymérase catalyse I'incorpooatidu dNTP au brin d’ADN, s'il est
complémentaire a la séquence. Chaque incorporatorNTP est accompagnée par la
libération d'un pyrophosphate (PPi) en quantité irdglaire au nombre de nucléotides
incorporés. Pendant la troisieme étape, 'ATP sulase convertit les PPi en ATP en
présence d’adénosine 5 pyrophosphate. Cet ATP gtelanconversion de la luciférine en
oxyluciférine par la luciférase, générant alorssignal lumineux proportionnel a la quantité
d’ATP (signal capté par une caméra CCD). La hautieuchaque pic est proportionnelle au
nombre de nucléotides incorporés. La quatriemeegbapmet la dégradation de I'ATP et les
dNTP non incorporés par I'apyrase (enzyme de dégjad des nucléotides). Ceci éteint le
signal au fur et & mesure et régénere le miliewédetion. Enfin, les dNTPs suivants sont
ajoutés les uns apres les autres selon un orddéfpré permettant la synthése du brin
d’ADN complémentaire et la détermination de la sfope en temps réel sous forme d’un
pyrogramme (figure 12).

Le pyroséquencage utilise le 2’-déoxyadénosine-%X@iphosphate) ou dATES a la place
du dATP. En effet, ce nucléotide est seulementmeg@ar la polymérase, contrairement au

dATP qui est reconnu a la fois par la polymérada kiciférase.

Cette méthode performante, totalement automatistéglus sensible et spécifique que
le séquencage par la méthode de Sanger, et pré'ssatetage d’étre beaucoup plus rapide.
Mais elle ne permet de séquencer au maximum quepb5QCette limitation est liee a

l'inhibition progressive de I'apyrase par I'accuratibn de déoxymononucléotide phosphate
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(dNMP) et de son produit intermédiaire le déoxydidatide phosphate (dNDP) ou a
I'élimination incompléte des nucléotides résidumisés lavage. Le pyroséquencage est donc
plus adapté pour la recherche de mutations poitesuadt de polymorphismes qu’au
séquencage d'un ADN cible. Ainsi, il est plus partierement décrit pour la recherche de
mutation du gen&RASdans les cancers colorectaux (Ogino et coll., 20@6ehimann et
coll., 2007).

4 . Génotypage par PCR-ASO

La technigue PCR-ASO (Allele Specific Oligonuclea utilise des amorces
spécialement dessinées pour amplifier uniqguemsrblenes mutées. Il s’agit d'un technique
tres spécifique. De plus, la PCR multiplex ASO petrta recherche simultanée des mutations
les plus fréquentes de 'EGFR. La techniqgue mudkipprésente l'avantage de limiter la
consommation d’ADN, ce qui peut s’avérer cruciaistpue I'on travaille sur des biopsies

bronchiques.

5. Génotypage par PCR-RFLP

La techniqgue PCR-RFLP (Restriction Fragment Ler®blymorphism) est basée sur
'analyse des différents fragments de restrictibteou a partir des produits d’amplification
par PCR. La présence de mutations peut généreruppriser les sites de restriction,
entrainant des modifications du nombre ou de lguear des fragments de I’ADN digéré.
Cette technique est rapide et sensible, et coastite approche accessible pour la recherche
de la délétion de I'exon 19 et de la mutation éxdh 21 du genEGFR (Pan et coll., 2005).
Cependant sa spécificité dépend entierement dedlit€ de la PCR, de la nature de 'enzyme
et surtout de sa qualité. En effet, une digestamtiglle des produits d’amplification peut faire

croire a tort a la coexistence de deux alléles.

6 . Génotypage par PCR en temps réel
6.1 . A l'aide de sondes d’hydrolyse

Les sondes d’hydrolyse ou sondes Tagfannt les sondes les plus fréquemment

utilisées pour la détection de mutations poncteghar PCR quantitative en temps réel. Ces
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sondes, monobrin et linéaires, sont marquées per ftleorophores : un a I'extrémité 5’ de la
sonde fluorophore donneur ou émetteur) et l'autfrexdrémité 3’ (fluorophore extincteur ou
guenche). Le quencher étant a proximité du donneur inlidraission de fluorescence par ce
dernier. Le principe de cette technique est bagé I'agtivité 5-nucléase de I'ADN
polymérase : I'enzyme hydrolyse la sonde TagRaybridée a la cible. Le fluorophore
donneur alors suffisamment éloigné de l'action dergher émettra un signal fluorescent,
proportionnel a la quantité de produit amplifiécaurs de la PCR (figure 13).

Ces techniques sont déja développées pour la deheles mutations des gertleSFR et
KRAS Les études montrent une bonne sensibilité, umnéasensibilité et une bonne
reproductibilité de la technique (ltabashi et ¢d&003 ; Hilbe et coll., 2003 ; Endo et coll.,
2005 ; Lievre et coll., 2008).

6.2. A l'aide d’amorces Scorpiofis

Les amorces Scorpiofisse présentent sous forme d’épingle & cheveuxs Eiet
composeées d'une boucle dont la structure simple dwnstitue la séquence spécifique de la
cible ADN a étudier, et d’'un tronc double brin ctitug de deux bras complémentaires situés
de chaque cété de la sonde. Un fluorophore émedttdixé sur I'extrémité 5’ et uguencher
est fixé sur I'extrémité 3’ de l'autre bras. Une léuule d’hexéthyléne glycol (HEG) sur
laquelle est fixée une amorce est ajoutée justesdpguencher Du fait de sa conformation,
'amorce scorpion n’émet aucun signal de fluorescAn cours de la réaction de PCR, la
sonde change de structure (éloignement de I'émedeegon quencher), et conduit, au fur et a
mesure de la reconnaissance et de I'hybridatiola dende a sa séguence complémentaire, a
I'émission de fluorescence. La région amorce sijuéte apres I'hexéthylene glycol permet
d’'intégrer de maniere irréversible les fluorophoetda balise moléculaire dans I'amplicon
nouvellement synthétisé pendant la réaction de @ig&e 14). Cette technique présente une
grande sensibilité et spécificité, mais la difftéulle design des amorces la rend tres onéreuse.
Différentes publications décrivent son utilisatipour la recherche des mutations des genes
EGFR et KRAS (Clayton et coll., 2000 ; Kimura et coll., 2008/orinaga et coll., 2008 ;
Zhang et coll., 2008).

42



Revue biblioghique — Facteurs moléculaires prédictifs de laardge
ou de la résistance aux thérapibtes de 'EGFR

6.3 . Courbe de fusion a haute résolution (High Ré&stion Melting - HRM)

Cette méthode, réalisée par PCR en temps réel é&emre d'un fluorochrome
intercalant, est basée sur l'analyse de la formdadeourbe de fusion. Elle permet de
discriminer des variations, méme d’'une seule basers fragment de 300 a 500 pb, selon le
profil de dénaturation du produit de PCR. Cettehoéé sensible, rapide et & faible codt, a été
décrite pour la recherche des mutation&K&&Set de IEGFR (Krypuy et coll., 2006 ; Do et

coll., 2008). Les mutations détectées doiventideatifiées par une autre meéthode.

7 . Polymorphisme de conformation simple brin (sing strand

conformation polymorphism, SSCP)

Cette méthode repose sur le principe que les ADibIs brin présentent une certaine
mobilité dans un gel de polyacrylamide non dénatu@ette mobilité spécifique résulte de la
conformation spatiale de I’ADN simple brin. Ain&, présence d’une variation de séquence
(mutation ou polymorphisme) altére la conformatspatiale de la molécule, qui se traduit par
une variation de migration de I'’ADN en gel non d&nant. La difference de mobilité entre
’ADN normal et TADN muté est visible sur le gedpres marquage radioactif des amorces,
ou apres révélation du gel par coloration a I'atgen
La SSCP est souvent utilisée pour la rechercheobj@nprphismes ou de mutations connues.
Elle a déja été décrite pour la recherche des motates geneEGFR et KRAS(Soung et
coll., 2005 ; Marchetti et coll., 2005 ; Sonobecell., 2005). Cette technique permet I'étude
de fragments dont la taille est comprise entre 80800 pb. La bande anormale peut étre

excisée et analysée par séquencage direct.

8 . Chromatographie liquide haute performance en adient de

dénaturation

Cette technique permet de mettre en évidence wnation quelconque (substitutions
de bases, petites délétions ou insertions) a Ilédtérozygote a partir de produits de PCR
séparés par chromatographie liquide haute perfarenaen gradient de dénaturation
(denaturating High Performance Liquid ChromatograpdyHPLC). Elle peut s’appliquer a
'EGFR dans la mesure ou les mutations ne sontquass répertoriées (Janne et coll., 2006 ;
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Cohen et coll., 2006 ; Chin et coll., 2007 ; Sueekaoll., 2007). Toutefois, elle n'exclut pas
le séquencage lorsqu’une mutation est trouveetdr@n de cette technigue réside dans le fait
gu’elle permet de détecter des mutations connuesennues sur des fragments d’ADN de

taille supérieure a 500 pb, de facon automatisgrcgle et a faible codt.
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Travail de glee- Le projet ERMETIC

Au cours de mon internat, j'ai dans un premier tengarticipé a la mise en place au
CHU de Grenoble de la recherche des mutations eéless§gGFR et KRASpar séquencage
direct afin de pouvoir participer au STIC (Souteux Techniques Innovantes et Colteuses)
national ERMETIC. Les limites de cette techniquaisiont conduit a mettre en place une

meéthode d’analyse alternative : le pyroséquencage.

Premiere partie : Le projet ERMETIC

Le STIC ERMETIC Evaluation de laRecherche deMutations de EGFR pour le
Traitement par des$nbihiteurs de tyrosine kinase d€ancers bronchiques non a petites
cellules), est un projet multidisciplinaire et nicgintrique national initié en 2005. Ce STIC
fait intervenir des cliniciens, des pathologistesles biologistes moléculaires de 15 hopitaux
francais, ainsi qu’un centre externe de référetecéaboratoire de Pierre Hainaut, IARC de

Lyon.
1. Le contexte

Les résultats clinigues observés dans le traitendest CBNPC présagent d’une
augmentation prochaine et importante de la presanigles TKIs, alors que ces traitements
ne permettent d’obtenir des réponses objectives aez une tres faible proportion de
malades non sélectionnés (< 10 %), méme si undende la maladie est plus frequemment
observé (40 % des cas). De méme, la possibilitprddire la réponse aux TKls par la
recherche des mutations d&GFR va également générer un grand nombre de demandes
d’examens nouveaux dont les méthodes ne sont padastlisées, en particulier pour des
prélevements de petites taille inclus en paraffibe. plus, cette recherche ne permet de
découvrir une mutation que chez moins de 10 % ddadas provenant d’'une population non
sélectionnée, alors gu'’il serait possible d’en aegt@er la rentabilité en ne la réalisant que
chez les patients sélectionnés sur des critenaigjeés ou histologiques simples. L'impact de
ces résultats sur la prescription des TKls de 'RGjpar rapport a une prescription fondée sur
des critéres cliniques, anatomopathologiques olodigues (expression de I'EGFR et de
pAKT, polysomie/amplification du gerteGFR mutations d&KRAS, n’est pas connu. Enfin,
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Figure 15. Organisation de I’étude rétrospective du projet ERMETIC

Chaque centre a sélectionné des €chantillons, constituant ainsi un panel de 74 prélévements. Les
recherches de mutations, a partir des prélevements inclus en paraffine, ont été réalisées par tous
les centres. Le centre de référence a réalisé les analyses a partir des prélévements inclus en

paraffine et congelés.
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limpact médico-économique de lintroduction desI$ket de la recherche des mutations de

I'EGFRnRN’a été que tres peu évalué.

2 . Les objectifs du projet ERMETIC

Dans ce contexte, le projet ERMETIC se proposeédendre a trois objectifs.
1) Valider le séquencage directdesexons 18 a 2lde 'EGFR et les autres méthodes
d’identification des altérations moléculaires dEGFR et deKRASa partir deprélévements
rétrospectifs de petites taillesjnclus en paraffing réalisés par les différents laboratoires
francais participant au projet.
2) Déterminer et comparer les différents facteurs préuttifs de réponseet de bénéfice
clinigue aux TKls de 'EGFR a partir d'urehorte prospectivede malades porteurs d’'un
CBNPC de stade llIB-IV afin d’établir les condit®rd’'une meilleure prescription de la
recherche des mutations d&EGFR et confirmer la pertinence de ces facteurs arpditin
échantillon de validation
3) Déterminer la ou les meilleurstratégies de prescriptionde la recherche des mutations

de 'EGFRen terme deo(t-efficacité

3. L’étude rétrospective

L’objectif principal de I'étude était de valider tacherche des mutations dEGFR et
de KRASpar séquencage direct selon la méthode de Lyncbllet(2004), pour chacun des
15 centres participant au projet. Cette étude aésksée sur une cohorte rétrospective de
74 patients pour lesquels un échantillon tumoragete, un échantillon tumoral fixé et inclus
en paraffine et une biopsie avaient été conserfigar¢ 15). Ces échantillons ont été
sélectionnés pour étre enrichis en mutations. Aswsi les 74 prélévements, 56 proviennent
de femmes (76 %) et 18 d’hommes (24 %), n'ayantjarété traités par des TKIs. D’un point
de vue histologique, 53 échantillons sont des acBmmomes (72 %), 11 des carcinomes
squameux (15 %) et 10 des carcinomes a grandesese(lL3%). Enfin, 12 prélevements ont
des mutations deEGFR connues (16 %) et 38 sont des adénocarcinomestatnis non-
fumeur (72%).
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Un contrdle de qualité externe (Gold Standard), constitué par le séquengage des exons
18 4 21 de P'EGFR et de KRAS sur les prélévements cryopréservés du panel, a été établi par
le laboratoire de Pierre Hainaut, IARC de Lyon.

Par ailleurs, les anatomopathologistes ont validé les techniques et la lecture des
différents marqueurs étudiés en immunohistochimie (IHC) (EGFR, pAKT, HER2) et en
hybridation in situ fluorescente (FISH) (EGFR).

Seuls les résultats concernant 1’identification des altérations moléculaires de I’EGFR et de

KRAS seront présentés dans ce mémoire.

A Grenoble, la recherche des mutations de 'EGFR et de KRAS a ¢été réalisée par
séquencage direct.
Sur 74 échantillons, nous avons déterminé le statut mutationnel des 5 exons analysés (exons
18 221 de PEGFR et exon 1 de KRAS) pour 46 prélevements (62 %) et celui de 4 exons sur 5
pour 13 prélévements (18%). Dans un certain nombre de cas, I’ADN n’était pas amplifiable
ou la séquence n’était pas analysable (exon 18 : 19/74 (25,7 %) ; exon 19 : 12/74 (16,2 %) ;
exon 20 : 8/74 (10,8 %) ; exon 21 : 3/74 (4,1 %) et KRAS : 9/74 (12,1 %)).
Aucune mutation n’a été détectée pour les exons 18 et 20 de ’EGFR. En revanche,
10 délétions de I’exon 19, 4 mutations (.858R) de I’exon 21 et 8 mutations de KRAS ont été
trouvées (tableau IX). La majorité des mutations de KRAS se situe sur le codon 12 de ’exon 1,

une seule mutation est détectée sur le codon 13 de ’exon 1.

Tableau IX. Résultats des mutations et délétions détectées a Grenoble
sur la cohorte rétrospective constituée de 74 prélévements.

Exon 19 Fréquence observée
¢.2235_2249del ; p.Glu748_Ala750dsl 5
©.2236_2250del ; p.Glu746_Ala750del 2
C2240_2251del ; p.Leu747_Ala750de! 1

¢.2240_2257del ; p.Leu747 Pro733delinsSer 1

Exon 21

c.25737T>3 ; p.LeuB858Arg 4
KRAS

£.35G=A | p.Cly124sp 1

£.34G>T ; p.Gly12Cys 6

¢.386>T ; p.Gly13val 1
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Ces résultats ont été comparés a ceux obtenus gantre de référence a partir de
prélévements congelés (1 mutation de I'exon 18ddl2tions de I'exon 19, 10 mutations de
'exon 21 et 12 mutations d€RAS (figure 16). La concordance entre les résultétermus
pour chaque centre et ceux du centre de référepte @aluée par le coefficient kappa. Plus
le coefficient kappa est proche de 1 plus la caleace est bonne. Pour la recherche des
mutations de EGFR 60 % des centres ont une concordance modérdr%tptésentent une
bonne concordance. En ce qui concerne la rechpaltdkRAS 6,6 % des centres présentent
une mauvaise concordance, 46,7 % une faible coanoedet 46,7 % une concordance
modeérée. A Grenoble, la concordance est bonneldeGFR et modérée poukRAS Il faut
cependant noter que cette concordance est évaluékes résultats obtenus a partir de deux
prelévements différents (congelé et inclus en fiagf Les résultats obtenus par le centre de
référence a partir des échantillons inclus en fiamtlifferent également de ceux obtenus sur
les prélevements congelés et sont plus en acce las résultats obtenus par les différents
centres (figure 17).

L'’ensemble de ces analyses a fait I'objet d’'unes@néation au congrés international de
'ASLC (International Association for the Study bfing Cancer) en 2007 (annexe 1V).
En janvier 2007, tous les centres ERMETIC ont étiédeés pour la recherche des mutations

de TEGFRet deKRASpar séquencage direct, et I'étude prospectivebatde

4 . L’étude prospective

Le deuxieme objectif du projet ERMETIC visait a bdita les conditions d'une
meilleure prescription de la recherche des mutatis I[EGFR Pour se faire, la recherche
des mutations deEGFR a été realisée par séquencage direct en conditéaties, c’est-a-
dire tenant compte de I'accessibilité, de la gaalie conservation des préléevements et de la
petite taille des biopsies, sur une cohorte praspede malades traités par TKIs.

Les patients inclus dans I'étude sont des maladgsyrs d’'un CBNPC histologiquement ou
cytologiguement prouve, qui bénéficient d'une mbwoapie par TKI de 'EGFR pour la
premiere fois et qui sont suivis dans les diffé&sesgrvices cliniques participant au projet
ERMETIC. Au moment de linclusion le clinicien dewvaecueillir un certain nombre de
données épidémiologiques (race, age, sexe, tabagidemmdonnées concernant le malade et la
tumeur (état général, type histologiqgue OMS, stabid au diagnostic et au moment du

traitement par TKI, sites des métastases), desédsnsur ses traitements antérieurs (chirurgie,
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_ EGFR KRAS
Patient
Exon 18 Exon 19 Exon 20 Exon 21 Exon 1
o Muté
1 Non amplifiable sauvage Sauvage sauvage
c.35G>T; p.Glyl2Vval
sauvage
2 Non amplifiable sauvage Sauvage sauvage g
3 Non amplifiable | Non interprétable Sauvage Sauvage Muté
P P g g ¢.35G>T ; p.Gly12Val
o Muté
4 Non amplifiable Sauvage Sauvage Sauvage
c.35G>T; p.Glyl2Vval
o . . . , Muté
5 Non amplifiable | Non interprétable Sauvage Non interprétable
c.35G>T; p.Glyl2Vval
6 Non amplifiable Non amplifiable | Non interprétable | Non interprétable Non amplifiable
7 Non amplifiable | Non interprétable | Non amplifiable Non amplifiable Non amplifiable
8 Non amplifiable Non amplifiable Sauvage Sauvage Sauvage
9 Non amplifiable Sauvage Sauvage Non interprétable Sauvage
10 Non amplifiable Sauvage Sauvage Sauvage Sauvage
11 Non amplifiable | Non interprétable | Non interprétable Sauvage Sauvage
12 Non amplifiable Non amplifiable Sauvage Non interprétable Sauvage
13 Pas de prélevement
14 Pas de prélevement
15 Pas de prélévement
16 Pas de prélevement
17 Pas de prélevement

Tableau X. Statut mutationnel de 'lEGFR et KRAS des 17 patients grenoblois inclus
dans I'étude prospective.
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radiothérapie thoracique, chimiothérapies) et demédes sur le traitement par TKI (nom du
TKI, motif du traitement, ...).

La nature du TKI, les conditions de sa prescrip{®@hU nominative, ATU de cohorte, AMM,
essai thérapeutique institutionnel ou industrie) sa durée n’étaient pas des facteurs
importants. Le suivi a été fait selon les recomnaéinds de chaque Unité de Concertation a
condition gu’elles incluent chez les malades tgit@ suivi minimal trimestriel évaluant la
tolérance et l'efficacité thérapeutique. Les domsnaralysées sont la réponse aux TKIs, la

survie sans progression sous TKI, ainsi que laisgiobale des patients.

Cette étude prospective, débutéeTariars 2007 et cloturée le 31 mars 2008, a inclus
507 patients atteints de CBNPC. Dix-sept patienis @€ inclus au CHU de Grenoble
(tableau X). Sur ces 17 inclusions, la rechercltendetations de EGFR et deKRASn’a pu
étre realisée que pour 12 patients. Les 5 autidéyaments étaient de trop petite taille pour
étre analysés. Parmi les 12 prélevements analgsabla’ont donné aucun résultat. Quatre
échantillons ont présenté des mutationK&AS Alors qu’aucune mutation deHGFR n'a
ete détectée. Il faut toutefois notée que de nousleeséquences n'ont pas pu étre amplifiées

ou interprétées, due a une faible quantité ou aneevaise qualité de 'ADN.

Au niveau national, les résultats de cette étudepgarctive sont en cours d’évaluation.

5 . Discussion des résultats de I'étude ERMETIC

Cette premiere partie de mon travail de theseraipda mise en place de la recherche
des mutations deEGFRet deKRASpar séquencage direct, au CHU de Grenoble.
L’analyse de la cohorte rétrospective a mis enengd une grande disparité des résultats
obtenus a partir de prélevements congelés et inefugaraffine. Pour les échantillons
congelés (ADN extrait de bonne qualité), la quataiité des analyses a pu étre réalisée, seuls
deux échantillons n'ont pas donné de résultats jjeMon 19. Un plus grand nombre de
mutations (20 %) a été mis en évidence dans cemglbbns. Les fixateurs alterent la qualité
et I'intégrité de '’ADN. Ainsi, certains d’entre eicomme le liquide de Bouin ou les fixateurs
contenant de I'acide picrique sont proscrits. L’AAcool-Formol-acide Acétique) semble
également altérer TADN de maniére importante egriére avec les analyses de biologie

moléculaire. Les résultats obtenus a partir d’étihams inclus en paraffine étaient toutefois
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concordants entre les différents centres, ce quoraluit a la validation de la méthode de
séquencage direct pour tous les centres.

Cependant, cette technique de référence est celtalativement longue en terme de
délai de rendu de résultat et peu sensible lorsdguguantité d’ADN muté présente dans
'échantillon est faible (< 25 %). Nous avons dociwisi de développer une méthode

alternative de recherche des mutation&KB&Set de IEGFRpar pyroséquencage.
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Deuxieme partie : Mise au point de la recherche des

mutations par pyroséquencage

Dans le cadre du financement de la plateforme INIEagénomique moléculaire
somatique des cancers, notre laboratoire a fatiglissition d’'un pyroséquenceur. Cette
technologie est adaptée a la recherche de SNP datiomuconnues. Nous avons donc
développé des techniques pour analyser les musatdea codons 12 et 13 de I'exon 1 de
KRAS la mutation L858R de I'exon 21 deEIGFR la mutation de résistance T790M de
I'exon 20 de IEGFRet la délétion LREA de I'exon 19 d&EIGFR

1 . Démarche suivie pour la mise au point

Dans un premier temps, nous avons défini les &nmisrces nécessaires (deux amorces
de PCR dont une biotinylée et une amorce de séglenec le logiciel PSQ Assay Desifn
fourni avec le pyroséquenceur (PyroMark 1D, Biota#g®) (figure 18). Nous avons ensuite
mis au point 'amplification PCR des différentegjgénces d’'intérét. Pour cela, nous avons
déterminé la température d’hybridation des amoaies que la concentration en chlorure de
magnésium (MgG) optimales pour I'obtention d’un produit PCR arsalijle. La température
d’hybridation dépend de la composition des amosrtedoit étre suffisamment élevée pour
permettre I'hybridation spécifique des amorcesIADN cible. Le cation Md" est quant &
lui indispensable au bon fonctionnement de la pélase et a l'incorporation correcte des
dNTP. Enfin, nous avons déterminé I'ordre de disttion des nucléotides pour chaque exon,
a l'aide du logiciel d’analyse PyromatkID (Biotage AB).

Afin de valider ces méthodes de recherche des mmnsat nous avons utilisé
différentes lignées ayant une mutation connue; gus des échantillons tumoraux congelés
ou fixés et inclus en paraffine, préalablement ys&d par séquencage direct. Nous avons
egalement testé la sensibilité de la techniqueaidd’ de dilutions de '’ADN muté avec un

ADN sauvage provenant de lymphocytes sanguins yBidat : BC).
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2 . Recherche des mutations du gen&RAS

La modification de TAMM du cetuximab et du panitumab rend obligatoire, avant
leur prescription chez les patients porteurs d’ancer colorectal métastatique, la recherche
du statut mutationnel d€RAS Elle se fait sur différents types de préleveménisieurs ou
biopsies) fixés avec difféerents types de fixate(gormol, AFA (Alcool-Formol-acide
Acétique, Excel+, ...) et inclus en paraffine. Nowsras testé le kit commercial proposé par
la société Biotage pour la recherche des mutati@SRASpar pyroséguencage et n’avons
pas obtenu d’amplification PCR a partir de cesgu&inents.

Nous avons donc développé une méthode d’analysend&stions du gen&RAS couplant

une PCR nichée au pyroséquencage.

L’ensemble de ces résultats fait I'objet d’'une camination breve en cours de soumission.
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Pyrosequencing method to detecKkRAS mutation in formalin-fixed and paraffin-

embedded tumor tissues
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Abstract:

Background:KRAS mutation status has been reported to be a preeliotiarker of tumor
response to EGFR inhibitors.

Method: We designed a pyrosequencing assay basewtsiad PCR to characterikdRAS
mutation status using formalin-fixed and paraffmbedded tumor tissue.

Results: Mutant and wild-typ€RAScell lines were used to determine the specifiaitgl the
sensitivity (detection limit, approximately 5% mntaalleles) of the method. The results
obtained for tumor samples were 95% comparabliedset obtained by dideoxy sequencing.
Conclusion: Analysis oKRASmutation using nested PCR and pyrosequencingsimple,
robust, fast and sensitive method that can be w#bdormalin-fixed and paraffin-embedded

tissue.
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Colorectal cancer is the second ranked cause ckcaeath in both the United States and the
European Union. Significant improvements in patismtvival after metastasis development
have been made by the development of new therapms.of the most promising targets is
the inhibition of the epidermal growth factor retep(EGFR) by monoclonal antibodies
(cetuximab and panitumumab). However, the mutatibthe KRASgene has recently been
shown to be highly predictive of the response td-gmdermal growth factor receptor
antibodies in metastatic colorectal cancer (1,l@deed, Ras proteins are among the best
studied in cancer biology. They are transientlyvated by signals from cell surface receptors
and then activate a diverse set of signaling cascachplicated in cell proliferation and
survival. KRASoncogene harbors single point mutations at pestiband 2 of codons 12 and
13 (exon 1), resulting in a constitutively activdijgrotein (3. Consequently, wheKRASIs
mutated, tumor cells do not respond to anti-EGFtbadies. Both the FDA (Food and Drug
Administration) and the EMEA (European MedicineseAgy) require knowledge ®¢RAS
status before drug administration. This analysisstmthe conducted on biopsies or more
frequently on paraffin-embedded archival tumoruess using molecular biology techniques.
As the DNA quality and integrity could be largelyadn by fixatives (% the molecular
biology techniques used must be specific but assifive and adjusted to degraded DNA.
This paper describes a sensitive pyrosequencingadeb analyzekRASmutation (Figure
1A). DNA was extracted from tumor samples using@&mp DNA mini Kit (Qiagen) after
the removal of paraffin by xylene extraction andM8f proteinase K digestion at 56°C. This
long digestion time releases amplifiable nucleidsady reversing formalin-induced cross-
links (5. To validate our technique, we obtained 57 com$ee tumor DNA where KRAS
was characterized for diagnostic use by classieggD¥e Terminator sequencing (Applied
Biosystems). There is no informed consent fromitiakviduals concerned but the analyses

were conducted with full respect for the individsiaight to confidentiality and according to
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procedures supervised by local authorities respitmdor ethical research. As controls, we
also used DNA isolated from known mutant cell likésl9, SW480 (a generous gift from V.
Combaret), LoVo and LS174T (a generous gift fromMM.Buisine); DNA extracted from
human peripheral blood lymphocytes (BC) was usedlilaistype control.

DNA (10 ng of cell DNA or 100 ng of tumor DNA) wasnplified using a nested PCR with
four primers (I-F, I-R, PS-F and PS-R) (Figure 1Ahe first 205-bp PCR product was
amplified at 58°C for 30 cycles. The second PCRedare was carried out in a total volume
of 50 pl containing 2 pl of the first PCR, 20 probleach primer, 1.5 mmol/l Mgghnd 1.25

U of FastStart Tag DNA polymerase (Roche, MeylaanEe). PCR conditions consisted of
initial denaturing at 95°C for 15 min, 45 cycles9&fC for 20 s, 65°C for 20 s, and 72°C for
20 s and a final extension at 72°C for 10 min. P@&R products (10 ul) were analyzed by
electrophoresis in a 3% agarose gel to confirm esgfal amplification of a 79-bp PCR
product. The other 40 pl of PCR product were botmdtreptavidin Sepharose HP (GE
Healthcare), purified, washed, denatured usin@artol/l NaOH solution, and washed again.
Then 0.3 pmol/l pyrosequencing primer (PS-seq) aveealed to the purified single-stranded
PCR product and pyrosequencing was done on a PykoMa system (Biotage AB)
following the manufacturer's instructions )(6The nucleotide dispensation order was
ACTGCTGAGCGTAG to analyze position 1 of codons 12nda 13 and
TACGACTCAGATGCGTAG to analyze position 2 of codatzand 13.

Cancer cell lines with knowKRASmutations were first used to validate the pyroseging
methodology (Figure 1B). We detected the known hoygote ¢.34G>A; p.Glyl2Ser
mutation in A549 cells (96.4%), the homozygote G3%; p.Glyl2Val mutation in SW480
cells (91%), the heterozygote ¢.35G>A; p.Glyl2Asptation in LS174T cells (47.7%) and
the heterozygote ¢.38G>A; p.Glyl3Asp mutation invVbocells (43.6%). We tested the

reproducibility by analyzing each cell line in fivansecutive runs and determining the
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amount of mutated alleles (Figure 1C). The relastendard deviation (RSD) varied from
2.2% to 7.3%. To demonstrate assay precision, seeqlantifiedKRASmutant alleles in the
various mixtures (100%, 50%, 25%, 12%, 6%, 3%, O%PNA from aKRASmutated cell
line and DNA from peripheral blood lymphocytes (kg 1C). This cell line dilution assay
indicates that 5% of tumor cell line DNA in a baokgnd of normal DNA could be detected.
This will allow confident screening for mutation samples that have at least 10% tumor cells.
The repeatability was analyzed with one tumor sengksenting a ¢.35G>T; p.Glyl2Val
mutation. In the same run, we amplified and analyzg pyrosequencing this DNA ten times.
The same results were obtained in all samples avittutation detected at 30.8 £ 2.1% (RSD
= 6.8%).

We next compared the results obtained previouslyBiyDye Terminator sequencing
(reference method) and those obtained by pyrosemqmgeon 57 tumor samples (Table 1). All
mutated samples were confirmed twice, starting frodependent polymerase chain reactions.
TheKRASmutation was found in 17 out of 57 (30%) and ino20 of 57 (35%) tumors. These
results are in accordance with the literature, iR ASmutation frequency ranges between
30% and 40% _(7,)8 This frequency also varies according to tum@ety40% in hereditary
non polyposis colorectal cancer (HNPCC) and 32%pioradic colorectal cancer))(9Vhen

we compared the results obtained by pyrosequenwiitly those of classical dideoxy
sequencing, we obtained concordance in 54 out efabiples (95%). For only three tumors
was a mutation detected by pyrosequencing but nw&igDye Terminator sequencing, which
was directly related to the difference in sendiiietween the two methods. We obtained the
same results as those described by Ogino et_a), @0tudy which used a different
pyrosequencing method. They developed an assag wéinle-genome amplified DNA from
paraffin-embedded tissue. They demonstrated thedspgyuencing has a higher analytical

sensitivity (approximately 5%) than dideoxy sequegc(approximately 20%). Another
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pyrosequencing method has been published by Poehletaal. (11 They only tested fresh
frozen tissues and can only analyze position 2dbas 12 and 13.

A sensitive method based on HRM (high-resolutiontimg) analysis to characteriz€RAS
mutations has recently been described (12, TBe sensitivity was similar (5%—6%) to what
we observed with pyrosequencing, but it is a séirgemethodology and must be combined
with dideoxy sequencing for mutation identification

In conclusion, we have presented a robust assagcfeening and identifying mutations on
both positions 1 and 2 of tHeRAScodons 12 and 13. This assay is directly applecainl
formalin-fixed and paraffin-embedded clinical tissu This method is more sensitive, less

time-consuming and less expensive than classigaleseing (1%
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Table 1. KRASstatus (wild type or mutant) determined by claasttdeoxy sequencing or

by pyrosequencing on 57 colon cancer tissues

Results of dideoxy
sequencing

Results of Wwild type Mutant
pyrosequencing

wild type 37 0

Mutant 3 17*

*: for each sample the same mutation was detecgtedebtwo methods
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Figure 1: KRASpyrosequencing assay

Figure 1A: Design. PCR with I-F and I-R primers amplifies stfisegment oKRASexon 1
containing codons 12 and 13 (black box). The P3wF RS-R primers were used for the
second PCR and PS-R was biotinylated. The (PS{sggsequencing primer can detect
common codon 12 (positions 1 and 2) and codon &8itfpns 1 and 2) mutations (black box).
Figure 1B: Examples of pyrograms obtained when position 1 avedyzed on human blood
lymphocyte (BC) and A549 cells or position 2 on EB¥Y480, LoVo and LS174T cells.

Figure 1C: Test of pyrosequencing sensitivity by BC and mutall line DNA mixtures:

*these results correspond to five independent aealpf the same sample.
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A i PS-F
[GACATGTTCTAATATA:@DATTTTCATTATTTTTATTATAA}GGCCTGC TGAAAATGA
PS-seq _2_ 13 PS-R
ﬁ@AATATAAAbTTGTGGTAGTTGGAGC GTAGGCAHAGA

TACAGCITAATTCAGAATCATTTTGTGGACGAATATGATCCAACAATAGAGGTAAATCTT

I-R
GTTTTAATA CATATTACTGGTGCAGGACI

B
com Gha

BC LT A549
220 ' 220
200 200
180 180
160 160
140- 140
120 120

ESAC‘GEYGAO%G’AO ESACTGS(OAG%GTAG

BC am Sw480
20 @
200 200
180 189
160 160
140 140
120 120

ES 1AC'.:',VCA;;J:\GAC&1AG EsrAcG:chA;aAGAC‘GSVAG
3080 a

LoVo G = LS174T
«“ 220
220
200 200
180 180
160 160
149 140
120 120

ES TACGACTCAGAGACGTAG ES TACGACTCAGAGACGTAG
5 0 15 5 10 15

C Proportion of
mutated/ wild- 100/ 0* 50/50 |25 /75| 12/88 | 6/94 | 3/97 | 0/100
type DNA
A549 96.4 +2.1% 58.1 29.8 17.7 9.4 4.9 1.2
SW480 91+£21% 47 24.5 15.8 7.9 2.4 3.9
LoVo 47.7 £ 3.5% 33.7 22 9.6 6.2 4.2 0
LS174T 436+3% 36.3 26.4 15.9 1.5 5.2 11
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3 . Discussion de l'analyse du statut déRAS par pyroséquencage

Nous avons développé une méthode simple, robustenstble de séquencage pour la
détection des mutations #&RAS Elle est adaptée aux échantillons fixés et ineluparaffine
car la PCR nichée permet une amplification plusartgnte et plus spécifique de la séquence
a analyser. Nous avons ainsi montré que le pyres@@ge avait une meilleure sensibilité
analytique (meilleure limite de détection: 5 %)eqe séquencage direct quelque soit la
mutation deKRASanalysée.

La comparaison des résultats obtenus par séquenijage et par pyroséquencage
montre une bonne concordance (95 %) entre les deéthodes. Toutefois, comme le
pyroséquencage est plus sensible, il a permis tendi@er trois mutations qui n’avaient pas
été identifiees par le séquencgage direct. Dans éaitle, nous avons déterminé que 35 % des
échantillons été mutés, ce qui est en accord a®chiffres rapportés dans la littérature
(KRASmuté dans 30 a 40 % des cancers colorectaux) g5ab coll., 2006). De plus, la
répartition des mutations des codons 12 et 13 gadedent similaire a celle décrite par la
littérature (Forbes et coll., 2006). Le codon 12mesté dans 90 % des ca®(sus83 % dans
la littérature) et le codon 13 est muté des 10 $ocds Yersusl? %).

L’analyse des mutations dKRAS par pyroséquencage a déja fait I'objet deux
publications. La méthode développée par Ogino kt(@005) est applicable aux échantillons
inclus en paraffine et permet la détermination alges les mutations des codons 12 et 13,
mais elle utilise différentes amorces de séqueelom des mutations recherchées. D’autre part,
la méthode utilisée par Poehimann et coll. (2007, été testée que sur des échantillons
congelés et permet d’analyser uniquement les pasiti2 des codons 12 et 13. Notre
technique, qui utilise une seule amorce de séquersteplus simple d'utilisation et surtout
elle permet I'identification des mutations des fioss 1 et 2 des codons 12 et 13 a partir de
tous types de prélevements (congelés et incluaeifme).

La mise en place du STIC MOKAECM (évaluation daelédection dedutations de
I’OncogéneK RAS pour le traitement par lémticorps antiEGFR des patients porteurs d’un
cancer Colorectal M étastatique), auquel participe I'ensemble des folates INCa de
géneétique des tumeurs va nous permettre de compeiter méthode a d’autres meéthodes
alternatives, tels que le séquencage direct, la BCRemps réel (Tagman), le SNaPshot, le

pyroséquencage et la méthode HRM suivie du séqgergade la PCR en temps réel.
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A CATGAACATGACCCTF;AATTCGGATGCAGAGCTTC>CCCATGATGATCTGTCCCTCA
CAGCAGGGTCTTCTCTGTTTCAGGGCATGAACTACTTGGAGGACCGTCGCTTGGTGC
ACCGCGACCTGGCAGCCAGGAACGTACTG GTGAAAACACCGCAqCATGTCAAGATCA

CAGA TTTGGGCIGGCCAAACTG(%}SGGTGCGGAAGAGAAAGIAATACCATGCAG
O

500 pb

250 pb

ES CTGCHOGTGT CA ES CTGCOGTGSTCA

Figure 19. Analyse de la mutation ¢.2573T>G ; p.Leu858Arg (L588R) de I’exon 21 de
I’EGFR par pyroséquencage.

A : Choix des amorces PCR (fleches bleues) et de séquence (fleche rouge). La position de la
mutation est en rouge. (O : biotine.

B : Analyse par €lectrophorese sur gel d’agarose des différentes conditions de PCR testées et
sélection (cadre jaune) des conditions optimales.

C : Exemples de pyrogrammes obtenus aprés amplification de I’ADN extrait a partir de Buffy
Coat (BC) ou de la lignée H1975.
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4 . Recherche des mutations du géne EGFR
4.1. Mutation L858R de ’exon 21

Les amorces PCR définies pour 1’amplification de I’exon 21 permettent 1’obtention
d’un fragment de 195 pb. Aprés optimisation, les conditions d’amplification sont les
suivantes : dénaturation initiale & 95°C pendant 10 minutes, 45 cycles (20 s a 95°C, 20 s a
61°C, 20 s a 72°C), élongation finale 4 72°C pendant 10 minutes. La concentration de MgCl,
utilisée est de 1,5 mM. Pour l’analyse au pyroséquenceur, [’ordre de dispensation des
nucléotides est CTGCGTGTCA (figure 19).

Nous avons ensuite déterminé la sensibilité de la méthode a ’aide de la lignée H1975
qui est mutée (¢.2573T>G ; p.Leu858Arg (L8S58R)). L’ADN de cette lignée a été dilué avec
I’ADN extrait de buffy coat (sauvage), dans différentes proportions (100 %, 80 %, 60 %,
40 %, 20 %, 10 %, 5 % ct 0 %) (tableau XI). La limite de détection de cette technique est de
I’ordre de 10 % d’ADN muté.

Tableau XI . Sensibilité du pyroséquencage pour détecter
la mutation L858R de ’exon 21 de PEGFR.

Proportion

ADN muté/ 100/0* (80/20{60/40}40/60]20/80(10/80 5/85 |0/100
ADN sauvage
H1975 Exon 21 | 42 £2,1% 258 14,4 6 1 0 0 0

* 1 ces résultats correspondent 2 trois analyses indépendantes du méme échantillon.

Nous avons comparé les résultats obtenus par séquengage direct et pyroséquencage sur
51 échantillons congelés (n = 17) ou fixés et inclus en paraffine (n = 34). La concordance des

résultats est de 98 % (50 échantillons sur 51) (tableau XII).

Tableau XII . Statut de I’exon 21 de PEGFR (sauvage ou muté)
déterminé par séquencage direct et par pyroséquencage

_ Séquencage
e Sauvage Muté
Pyroséquencage

Sauvage 43 0

Muté 1 7

Seule une mutation L858R, d’un échantillon inclus en paraffine, a été¢ uniquement détectée

par pyroséquengage.
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A TCCATGTGCCCbTCCTTCTGGCCACCATC[@%\AGCCACACTGACGTGCCTCTCCCTC
CCTCCAGGAAGCCTACGTGATGGCCAGCGTGGACAACCCCCACGTGTGCCGCCTGC
TGGGCATCTiGCCTCACCTCCAC'CéTGCIGCTCATCA'GCAGCTCATGCCCTTCGGCT
GCCTC GGACTATGTCCGGGALACACAJAAGACAA

@

500 pb

250 pb

250 220

200 7 =4 180 bord

ES TGCAGACTCATCACTCG E S TGCAGACTCATCACTCG

Figure 20. Analyse de la mutation de résistance ¢.2369C>T ; p.Thr790Met (T790M) et du
polymorphisme ¢.2361G>A ; p.GIn787GIn de I’exon 20 de PEGFR par pyroséquencage.

A : Choix des amorces PCR (fléches bleues) et de séquence (fleche rouge). La position de la
mutation est en rouge. (O : biotine.

B : Analyse par électrophorese sur gel d’agarose des différentes conditions de PCR testées et
sélection (cadre jaune) des conditions optimales.

C : Exemples de pyrogrammes obtenus aprés amplification de I’ADN extrait a partir de Bufty
Coat (BC) ou de la lignée H1975.
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4.2 . Mutation de résistance T790M de ’exon 20

Pour 1’exon 20, les amorces PCR sélectionnées permettent 1’obtention d’un fragment
de 185 pb. Apres optimisation, les conditions d’amplification sont les suivantes : dénaturation
initiale a 95°C pendant 10 minutes, 45 cycles (20 s a 95°C, 20 s a 58°C, 20 s a 72°C),
élongation finale a 72°C pendant 10 minutes. La concentration de MgCl, utilisée est de
2,5 mM. L’analyse des fragments est réalisée avec ’ordre de dispensation des nucléotides
suivant : TGCAGACTCATCACTG (figure 20).

La sensibilité de la méthode a également été¢ déterminée avec ’ADN de la lignée
H1975 qui posséde la mutation de résistance T790M (c.2369C>T ; p.Thr790Met). De la
méme maniére que pour I’exon 21, I’ADN de cette lignée a été dilué avec I’ADN extrait de
buffy coat, dans différentes proportions (100 %, 80 %, 60 %, 40 %, 20 %, 10 %, 5 % et 0 %)
(tableau XIII). La limite de détection de cette technique est de ’ordre de 5 % d’ ADN muté.

Tableau XIII . Sensibilité du pyroséquencage pour détecter
la mutation T790M de ’exon 20 de ' EGFR.

Proportion

ADN mute/ 100707 B0/20{60/40140/60|20/80110/80 | 5/85 |0/100
ADN sauvage

H1975 Exon 20 653 +21% | 455 29,4 17,7 11,4 9,3 0 0

* 1 ces résultats correspondent & trois analyses indépendantes du méme échantillon.

Parmi les 17 échantillons analysés par séquengage direct et par pyroséquengage,
10 étaient congelés et 7 étaient fixés et inclus en paraffine. Le statut de ’exon 20 est sauvage

pour tous les échantillons, quelque soit la méthode utilisée.
L’analyse de I’exon 20 par pyroséquencage permet également de mettre en évidence

un polymorphisme (¢.2361G>A ; p.GIn787GIn). Celui-ci n’a pas de valeur prédictive de

réponse et il est détecté dans la majorité des échantillons.
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A CACTGGGCAGCATGTGGCACCATCTCACAABTGCCAGTTAACGTCTTCCTTCTCTCTC
TGTCATAGGGACTCTGGATCCCAGAAGGTGAGAAAGTTAAAATTCCCGTCGGTATCAA
EEREAAGAEEABE . A CATCTCCGAAAGCCAACAAGGAAATCCTCGATGTGAGTTTC

TGCTTTGCTGTGTGGGGGTCCA
O

B  Température I
d’hybridation 58 °C

MgCl, 15mM 2mM 25mM 1

- o 9
- @ T
C BC H1650
GOAAT GC GGAATTAAGAGAAGT +mmnsnae
350 200
300 400
250
300
200
200
150
100 .
E S GTATCAGACATGAHC ES GTATCAGACATGATC

Figure 21. Analyse de la délétion LREA de I’exon 19 de ’EGFR par pyroséquencage.

A : Choix des amorces PCR (fleches bleues) et de séquence (fleche rouge). La position de la
mutation est en rouge. O : biotine.

B : Analyse par électrophorése sur gel d’agarose des différentes conditions de PCR testées et
sélection (cadre jaune) des conditions optimales.

C : Exemples de pyrogrammes obtenus aprés amplification de ’ADN extrait a partir de Bufty
Coat (BC) ou de la lignée H1650 ( ¢.2235 2249del ; p.Glu746_Ala750del).

PM

W—— <— 250 pb

B
an
o~
-

6 %
3%
1,5%
0%
BC

Figure 22. Analyse des produits PCR de I’exon 19 sur gel d’agarose.
Des mélanges ADN muté/ADN sauvage contenant différents pourcentages
d’ADN muté de la lignée H1650 ont ét¢ amplifi¢ pour I’exon 19
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4.3 . Délétion LREA de ’exon 19

Les amorces PCR définies pour I’amplification de ’exon 19 permettent 1’obtention
d’un fragment de 180 pb. Aprés optimisation, les conditions d’amplification sont les
suivantes : dénaturation initiale a 95°C pendant 10 minutes, 45 cycles (20 s 2 95°C, 20 s a
62°C, 20 s & 72°C), élongation finale a 72°C pendant 10 minutes. La concentration de MgCl,
utilisée est de 1,5 mM. L’ordre de dispensation des nucléotides pour I’analyse de fragment est
GTATCAGACATGAC (figure 21).

La lignée H1650, qui présente la délétion c.2235 2249del ; p.Glu746_Ala750del
(LREA) de I’exon 19, a été utilisée pour la mise au point. Lorsqu’un échantillon présente une
délétion, une double bande est détectée lors de 1’analyse des produits PCR sur gel d’agarose.
Une seule bande est présente pour les échantillons sauvages. Ainsi, les tests réalisés avec
différentes dilutions de I’ADN de la lignée H1650 mélangé avec de ’ADN extrait de buffy
coat, montrent que cette double bande n’est quasiment plus détectable pour le mélange
contenant 6 % d’ADN délété (Figure 22). Les délétions de ’exon 19 sont toutes centrées sur
le motif LREA, mais elles ne possedent pas toutes les mémes bornes. Ainsi, I’identification
précise de la délétion n’est pas possible par pyroséquencage. Cette analyse permet

uniquement de confirmer ou d’infirmer le statut sauvage de I’exon 19.

Nous avons ensuite comparé les résultats obtenus par séquencage direct et
pyroséquengage sur 16 échantillons congelés (n=3) ou fixés et inclus en paraffine (n=13). La
concordance des résultats est de 87,5 % (14 échantillons sur 16) (tableau XIV). Le
pyroséquencage permet cependant de mettre en évidence des délétions pour deux échantillons

(inclus en paraffine) identifiés comme sauvage par séquencage direct.

Tableau XIV . Statut de I’exon 19 de PEGFR (sauvage ou muté)
déterminé par séquencage direct et par pyroséquengage

Sequencage
- Sauvage Mute
Pyroséguencage
Sauvage 4 0
Muté 2 10
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5. Discussion de I'analyse de mutations de 'EGFpRar pyroséquencage

L'utilisation du pyroséquencage est intéressanta panalyse des exons 20 et 21 et
permet la détection des mutations avec une medlsensibilité (5 a 10 %) que le séquencage
direct.

Les conditions déterminées pour analyser I'exompé@nettent de détecter les alleles
délétés sur gel d’agarose avec une sensibilité @e Bn effet, Sugio et coll. (2006) ont déja
décrit que la double bande, détectée lors de hamatur gel d’agarose ou de polyacrylamide
des produits PCR de I'exon 19, est caractéristide® echantillons délétés. L'analyse par
pyroséquencage est utilisée pour confirmer le stawvage, mais ne permet pas de
caractériser précisément une délétion. L'identiftca de celle-ci doit étre réalisée par
séquencage direct.

De la méme maniére que pdURAS les résultats obtenus par séquengage direct et pa
pyroséquencage sont comparables, mais certaineatiomst de EGFR sont détectées
uniqguement par pyroséquencage. Ces difféerencesrv@ese sont directement liees a la
différence de sensibilité des deux méthodes.

Pour I'exon 18, I'amplification PCR a été mise aiinp, mais nous ne possédons pas
de lignée cellulaire ou d’échantillons présentamtnutations de I'exon 18, qui permettraient

de déterminer la sensibilité de cette méthode.

D’autres méthodes (technique HRM, d-HPLC, ...) dlgge des mutations dRASet
de 'EGFR ont été décrites. Comme le pyroséquencage, etlas @us rapides, moins
colteuses et plus sensibles que le séquencagé. diertaines nécessitent un équipement
particulier ou sont des méthodes de criblage quvemd étre couplées a une méthode
d’identification des mutations. A I'heure actuelejcune recommandation n’existe pour leur
utilisation en clinique, mais des études nationateg mises en ceuvre pour les évaluer et les

comparer.
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Conclusions

MEMOIRE SOUTENU PAR : Sandrine DUFORT
TITRE : Marqueurs moléculaires et thérapies cibléesmgpte des mutations deEIGFR et
deKRAScomme marqueurs prédictifs de réponse aux agdnsti’EGFR

CONCLUSIONS

Les cancers broncho-pulmonaires (CBNPC) et colatecsont les deux premiéres
causes de mortalité par cancer dans le monde. Bgterdivement, ils sont de tres mauvais
pronostic, avec une survie a 5 ans respectivemeil®b6 et 5 %. Récemment, de nouvelles
thérapies dites ciblées, comme par exemple lesapd monoclonaux anti-EGFR ou les
inhibiteurs de I'activité tyrosine kinase (TKI) d&GFR, ont été développées. Une faible
proportion des patients porteurs d’'un cancer brofmiimonaire ou colorectal répond a ces
traitements ; leur survie est augmentée et leulitqude vie améliorée. Différentes études ont
permis de préciser les facteurs prédictifs de répptels que les mutations des exons 18 a 21
de 'EGFR et celles de I'exon 1 d€RAS Ainsi, les anticorps monoclonaux sont indiqués
dans le traitement du cancer colorectal métasetigusqueKRAS est sauvage. Pour le

traitement des CBNPC par TKIs, le statut mutatibaled’ EGFRest en cours d’évaluation

Au laboratoire, nous avons mis en place ces nas/edhalyses. Dans un premier
temps, la recherche des mutations a été réalisésnaencage direct. Mais cette méthode est
codteuse, longue et peu sensible (limite de déteatie 20 a 25 %). Nous avons donc
développé une méthode alternative : le pyroséquendaette méthode permet d’analyser les
mutations des codons 12 et 13 de I'exon 1KRAS les mutations/délétions les plus
fréquentes de EGFR (mutation L858R de I'exon 21 et délétion LREA ldxon 19), ainsi
gue la mutation de résistance T790M de I'exon 2@plikables a tous les types de
prélevements (congelés, fixés et inclus en pam&fficette technique est rapide et sensible
(limite de détection de 5 a 10 %).

Difféerentes méthodes, de sensibilité similaire guwopéquencage, sont également

décrites pour la recherche des mutation&KBASet de IEGFR Toutefois, il n’existe aucune

recommandation concernant la technique a utiliseoatine. Au niveau national, différentes
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études ont été mises en place pour comparer elevdéis méthodes qui sont le plus robustes
pour une utilisation en clinique et assurer unsgein charge optimale des malades.

Le statut d&KRASest ainsi le premier marqueur moléculaire utiieéhme marqueur
prédictif de réponse aux thérapies ciblées. Le Idgpement de nouvelles molécules et
I'évaluation de nouveaux marqueurs laissent a penséd ne sera pas le dernier. Ainsi, par
exemple, les mutations dRAF, géne impliqué dans la cascade de signalisatidie@-R,
semblent également prédictives de la réponse aiaqgamstes de 'EGFR, et la méthylation
du gene MGMT cible les patients porteurs d’'un gliome suscepsibbe répondre au

temozolomide (Temad®d).

VU ET PERMIS D’IMPRIMER
Grenoble, le 20 mars 2009.

LE PRESIDENT DE JURY
Pr Patrice Faure
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Annexe | - Cldissition histologique des tumeurs malignes pulm@si

Cancer du poumon

Lignes directrices pour le traitement des échantiins et la déclaration du stade des
tumeurs

Classification histologique des tumeurs malignes dpoumon

Carcinome a petites cellules

Variantes : Carcinome composite a petites cellules
Carcinome épidermoide
Variantes : Papillaire

A cellules claires
A petites cellules
Basaloide
Adénocarcinome *
Acineux
Papillaire
Carcinome bronchiolo-alvéolaire
non mucineux (cellules de Clara / pneumocyteyde Il)
mucineux (cellules caliciforme)
mixte mucineux et non mucineux
Adénocarcinome solide
Adénocarcinomes avec sous-type mixte
Variantes : Adénome embryonnaire bien difféi@nc
Adénocarcinome mucineux (« colloide »)
Cystadénocarcinome mucineux
Adénocarcinome a cellules en bague
Carcinome a cellules claires
Carcinome a grandes cellules
Variantes : Carcinome neuro-endocrine a grandades
Carcinome neuro-endocrine composite a grandksdese
Carcinome basaloide
Carcinome a type lymphoépithéliome
Carcinome a cellules claires
Carcinome a grandes cellules et rhabdoide
Carcinome adénosquameux
Carcinome avec éléments pléomorphes, sarcomatoid®s sarcomateux
Carcinome a cellules fusiformes ou a cellules tgsan
Carcinome pléomorphe
Carcinome a cellules fusiformes
Carcinome a cellules géantes
Carcinosarcome
Blastome pulmonaire
Tumeur carcinoide
Carcinoide typique
Carcinoide atypique
Tumeurs de glandes bronchiques
Carcinome mucoépidermoide
Carcinome adénoide kystique
Autres

* Classement : bien différencié, modérément diffiéié et peu différencié

Annexe | . Classification histologique des tumeumnalignes pulmonaires selon 'OMS
D’aprés Brambilla et coll., 2001.
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GROUPE DE TRAVAIL REFERENTIELS COMMUNS DE PROTOCOLES DE CHIMIOTHERAPIE

REFERENTIEL DE BON USAGE - CANCERS THORACIQUES

I.__CANCERS BRONCHIQUFS NON APETITES CELLULFS (CBNPC)

A
Intitulé du protocole Schéma thérapsutique Stade Groupe de référence | Références bibliographiques
Localement avance
ou métastatique, si
PEMETREXED Panetrened histologis non & S HANNA ET AL
EN MONCOTHERAPIE Tous les 21 jours paregommaflce [18]
epidermoide
(2*™ ligne)
2 B Localement avance
- Cisplatine 5 : :
T3 meim?* /1 0‘;\;2}2;?:{ iz SCAGLICTTI ET AL
CISPLATINE - PEMETREXED - Pemetrexed % 3 A-l 3
500 mgim J1 prédominance B
Tous les 21 jours eﬁﬂfm
- Bevacizumab Ayvance et non
7,5 molkg J1 cperable,
BEVACIZUMAB - CISPLATINE - - Cisplatine metastatigus ou en AMM Bevacizumab
5 mg/m=J1 rechuts, si histologie A-l e
PEMETREXED w Pags de fittératurs
- Pemetrexed non a predominance
500 mg/m® 1 epidermoide
Tous les 21 jours (17 ligne)
GRIDELLI ET AL,
st S _— [13]
Gemcitabine Gemcitabine :
Tous les 21 jours Tous les 28 jours
VANSTEENKISTE ET AL,
[24]
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Infitulé du protocole Schéma thérapeutique Stade Groupe de référence | Références bibliographiques
- Cisplatine - Cisplatine SANDLER ET AL.
50 mgfm*J1 100 mgim?* J1 i 3
CISPLATINE - GEMCITABINE - Gemcitahine - Gemcitabi Localement suance Aol i
1250 mgim® J1, 98 | 1000 moim=J1, U8, J15 | OUT U SMIT ET AL,
Tous les 21 jours Tous les 28 jours [46]
- Bevacizumab - Bevacizumab Avance et non
7,5mgkgJ1 7.5 makg J1 operable,
sevaczuWAD CiseLaTNE . | Chplae | [clplathe | musaboeouen | i
- Gemcitabine - Gemcitabine non 4 prédominance AMM Bevacizumab
1250 maim® J1, J& | 1000 mafm® J1, JB, J15 Epidermoide
Tous les 21 jours Tous les 28 jours {(1*" ligne)
- Carboplatine
AUC 5 (Calvert) J1 P
CARBOPLATINE - GEMCITABINE - Gemcitabine "‘:f:'me‘ém’e;: i A-l RUD?S?E}T Al
1200 mafm? J1, J8 q
Tous les 21 jours
- Bevacizumab Avancé et non
15 mgikg J1 operable,
- Carboplatine meétastatique ou en :
BEVACIZUMAB - CARBOPLATINE - AUC 5 (Calvert) J1 rechute, si histologie Aol AMM Bevacizumab
SEMCITAHINE - Gemcitabine non & prédominance Pz de ltigmture
1200 ma/m*® J1, J3 épidermoide
Tous les 21 jours (1" ligne)
VINORELBINE INJ Vingeciine GRIDELLIET AL
30 maim® J1, JB Métastatiqus Aol ]
EN MONOTHERAFIE Tous les 21 jours [13]
Curesn®1. 2et3
Vinorelbine
50 madm* J1
VINORELBINE PER OS 2 £ £ JASSEM ET AL.
Cure n°4 ef suivantes Metastatigus A-l
EN MONOTHERAFIE N T e [19]
80 mgim=J1

Tous les T jours
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Intitulé du protocole Schéma thérapeutique Stade Groupe de référence | Références bibliographigues
ARRIAGADA ET AL
M
DOUILLARD ET AL.
. [4]
x = Adjuvant A-l
- Cisplatine PIGMOM ET AL
80 movm* J1 [34]
CISPLATINE - VINORELBINE IMJ - Vinorelbine
30 maim?® J1, J8 WINTOM ET AL
Tous les 21 jours [60]
GEBBIA ET AL.
) [11]
Metastatiqus A-l
GRIDELL]I ET AL.
[14]
- Bevacizumab Avance et non
7.5 mglkg J1 operable,
- Cisplatine métastatique ou en :
BEVACIZUMAB - CISPLATINE - = g L AMM Bevacizumab
VINGRELBINE INJ Y mafm 41 EChUtE SLIEio Al Pas d littératurs
- Vinorelbine non a predominance
30 mgim? J1, JB epidermoide
Tous les 21 jours (1% ligne)
Curen®1
- Cisplatine
80 mg/m® J1 JASSEMET AL,
- Vinorelbine inj [20]
30 mg/m* J1
-Vinorelbine per os
&0 mg/m*J8
CLSPLAI&? ;‘EFQSEELBINE Cure n°2 ef suivantes Métastatiqus Al
- Cizplatine
80 mgim® 1
- Vinorelbine inj
30 mgim? J4 LEMA ET AL.
- Vinorelbine per os [23]
B0 maim* J8
Tous les 21 jours
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Infitulé du protocole Schéma thérapeutique Stade Groupe de référence | Références bibliographigues
Cure n®1
- Bevacizumab
5 mglkg J1
- Cisplatine
80 mafm*J1
- Vinorelbine inj
30 mgfm= J1 Avance et non
- Vinorelbine per os operable,
BEVACIZUMAB - CISPLATINE - B0 mofe.J5 Qﬁ;“‘m;‘fg‘i‘e Al AMM Bevacizums
VINCRELBIMNE INJ ! PER OS S Harsizimab R p}édomiﬂance Pas de littératurs
5 mglkg J1 épidermoide
- Cisplatine (1% ligne)
20 mgim= J1
- Vinorelbine inj
30 mgfm= J1
- Vinorelbine per os
80 mgfm= J3
Tous les 21 jours
- Cisplatine
80 mgim* J1 Localement avance
CISELATNE -fl;d_’(_)RELBINE i - Vinorelbine non résécable ou A-l ‘JOKE[g?;_T st
15 magim? J1, J8 non opérable
Tous les 21 jours
- Cigplatine
fq . o
CISPLATINE - ETOPOSIDE Smgim*d1, Jo Localementsvancs’ | i Medicaments GANDARA ET AL.
+RT - Etoposjd‘e nen reseqab]e ou non inscrits sur Ia e
S50 maim®J1a.J3 non operable liste hors GHS
Tous les 28 jours
) Localement avancé
Aﬁgzmgpfaﬁ?m non résécable ou
CARBOPLATINE - PACLITAXEL (Calvert) non opérable, en VOKES ET AL
- Paclitaxel A-l
+RT 50 mafm* J 1 cas de contre- [56]
iy indication au
Tous les T jours cisplatine
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Intitulé du protocole Schéma thérapeutique Stade Groupe de référence | Références bibliographigues
Bevacizumab Avancé et non MANEGOLD ET AL
7.5 0u 15 makg operable, [27]
BEVACIZUMAB Tous les 21 jours métasiaw ou en AMM Bevacizumaly
EN MONOTHERAPIE g 5 sengics ..., [1Echse, st hishjogis A7
Poursuite du traitement jusqu’a progression | non a predominance SAMDLERET AL,
de la maladie, aprés 6 cures du schéma &pidermoide [28]
bevacizumab - sels de platine (1% ligne) AMM Bevacizumab
- Gemcitabine
1000 maim? J1, J8 ; ;
GEMCITABINE - VINORELBINE INJ ~Vinorelbing Lo A A-l GR‘DE[LT';:]EF Ak
25 main?® J1, J8 9
Tous les 21 jours
Avance ou
o metastatique GATZEMEIER ET AL.
- Cisplatine (stades IIIE et V). [10]
80 maim* J1 Patient non candidat
CISPLATINE - PACLITAXEL - Paclitaxel & une chirurgie A-l
175 mgim® J1 potentiellement
Tous les 21 jours curative etfou & une GIACCONE ET AL
radiothérapie [12]
(1 ligne)
- Bevacizumab Avance et non
7.5 mgikg J1 opéerable,
i . - Cisplatine métastatique ou en ¥
BEVAC'Z;’:“S_BW Egi"M'NE 20 mgim= J1 rechute, si histologie Al Fit Lomciaman
- Paclitaxel non & prédominance
175 mg/m® J1 epidermoide
Tous les 21 jours {17 ligne)
Localement avancé KELLY ET AL.
ou métastatique 21
- Carboplatine Stades llIE non
AUC 6 (Calvert) J1 irradiablas et [V
CARBOPLATINE - PACLITAXEL _Paclitaxel (1*% ligne, en cas Al SCAG’-‘T—" ET AL,
200 mgim?J1 de contre- [40]
Tous les 21 jours indication
documentée au SCHILLERET AL
cisplatine) [42]
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Infitulé du protocole

Schéma thérapeutique

Stade

Groupe de référence

Reéférences bibliographiques

- Bevacizumab Avancé et nan
15 mgikg J1 opérable,
- Carboplatine métastatiqus ou en SANDLERET AL.
BEVAC’ZU“Q:E [r?ixﬂg? PLATINE - AUC B (Calvert) J1 rechuts, =i histologie Al 1281
- Paclitaxel non 4 prédominance AMM Bevacizumab
200 mgim* J1 épidermaoide
Tous les 21 jours (1%* ligne)
Localement avance
- Paclitaxel ou métastatique
175 mgim? J1 (1** ligne, en cas SMITET AL
PACLITAXEL - GEMCITABINE - Gemcitabine de contre- A-ll [48] 7
1250 mg/m*® J1, J8 indication
Tous les 21 jours documentée au
cisplatine)
X FOSSELLA ET AL,
Docétaxel Localement avance 81
N Rgﬁg¥:§%&PIE 75 mgi® J1 ou métastatique A-l
Tous les 21 jours (= 7™ ligne) SHEPHERD ET AL.
[45]
E::;!:f:ﬁ Localement avancé
CISPLATINE - DOCETAXEL - Docétaxel ou métastatique, Al FESSELANEL RS
e non résécable
75 mgfn® J1 (175 ne)
Tous les 21 jours gl
- Bevacizumab Avance et non
5 mgikg J1 opérable,
- Cisplatine métastatiqus ou en H
BEVACIZUMAB - CISPLATIME - trgid g AMM Bevacizumab
DOCETAXEL iy rechute, s histologie Al Pas de littératurs
- Docetaxel non a predominance
75 mginv® J1 epidermoide
Tous les 21 jours (1% ligne)
Localement avance
R non résécable ou
- Gemcnazhme métastatique
1000 mafm® J1, J8 R PO ETAL
GEMCITABINE - DOCETAXEL - Docétaxel {1 e, en can A-ll ;
85 mgim? J8 de contre- [26]
Tou; les 21 jours Andcation
] documentée au
cisplatine)
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Intitulé du protocols Schéma thérapeutique Stade Groupe de référence | Réferences Libliographiques
- Carboplatine Localement avance non
AUC 6 (Calvert) J1 résécable ou matastatique
CARBOPLATINE - DOCETAXEL ~Docétaxel {1 ligne, en cas de contre- A-ll FBESEH ERALS
TS mgm® J1 indication documentée au
Tous les 21 jours cisplatine)
- Bevacizumab
15 mgikg J1 Avancé et non opérable,
BEVACIZUMAB - CARBOPLATINE- -Larbopldting petaatatique du ek rechale AMM Bevacizumab
DOCETAXEL AUGE (Cabvert) 11 ¢ ASIOIOgR non = ) Pas de littérature
- Docétaxel predominance epidermoide
TS mgim* J1 (1% ligne)
Tous les 21 jours
Erlotinib Localement avancé ou A - Médicament non
EN ME()RI!I_g:Frl-IIIggAPIE 150 maf métastatique inscrit sur la liste SHEPH?E? ETAL.
En continu (= 2*™ ligne) hors GHS
B- CUTES EM RCP X
Infitulé du protocols Schéma thérapeutique Stade Groupe de référence | Références bibliographiques
Adjuvant,
en cas de
contre-indication
documentée au cisplatine et STRAUSS ET AL.
chez des patients PS 0ou 1 | © -~ Amnexe INCa [E01
- Carboplatine & haut risque de rechute :
AUC & (Calvert) J1 stades |B (tumeur > 4 cm),
CARBOPLATINE - PACLITAXEL - Paclitaxel Il et A
200 mgim®J1 Localement avancé ou KELLY ET AL.
Tous les 21 jours métastatiqus 211
Stades IIIB non iradiabl B - Protocole absent
etV du référentiel du SCAG”‘[?H' EEAk.
{1"' figne, en I'absence de I'INCa
contre-indication au SCHILLER ET AL
cisplatine) [42]
Paclitaxel Lecalement avance ou
EN l:gi]br;‘:é%PIE 80 mg/m?J1, J8, J15 métastatique B - Annexe INCa SOCIN‘[‘?E,I] ELAL
Tous les 28 jours (= 3*™ ligne)
REGIONS RHONE-ALPES ET AUVERGHNE - REFERENTIELS COMMUNS DE PROTOCOLES DE CHIMIOTHERAPIE Page 7 sur 20
LG -MMP / 07_04_09
c- ES
Intitulé du protocols Schéma thérapeutique Stade Groupe de référence | Références Libliographigues
Formes épidermoides ou &
- potentiel hémorragique c- -
important
Formes non épidermoides et a
potentiel hémomagique faible,
B en phase péri-opératoirs - AnexeINCe B
BEVACIZUMAR {neoadju\.:ar.)t: adju:fant] 5
Formes non epidermoides et a
potentiel hémorragique faible,
- &n radiochimiothérapis Connege INCa a
concemitants
Formes non épidermoides,
stade localement avance ou
- métastatique C - Annexe INCa -
(= 2™ ligne)
PEMETREXED - Adjuvant C - Annexe INCa -
IRINOTECAN - - C - Annexe INCa -
OXALIPLATINE - - C - Annexe INCa -
CETUXIMAB - - C - Annexe INCa -
GEMCITABINE - Adjuvant C - Annexe INCa <
Localement avanceé non
GEMCITABINE + RT - résécable ou non opérable c-n -
POLYCHIMIOTHERAPIE TRIPLET, C - Protocole absent
QUELS QUE SOIENT LES - - du référentiel de -
MEDICAMENTS ASSOCIES I'NCa
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Annexe Ill - Protocoles de Chimiothérapies ert@ogie Digestive (Validés le 14.05.2008)

LG -MMP [ 14 05 08

-
o . -
OLESLONCHTE . oncol OIRE
- ONCAUVERGNE
RESEAUX DE CANCEROLOGIE RHONE-ALPES ET AUVERGNE
ONCORA - CONCORDE - ONCOLOIRE - ARC ALPIN - ONCAUVERGNE
GROUPE DE TRAVAIL REFERENTIELS COMMUNS DE PROTOCOLES DE CHIMIOTHERAPIE
REFERENTIEL DE BON USAGE - CANCERS DIGESTIFS
I- CANCERS COLORECTAUX
Infitulé du protocols Schéma thérapetique Stade Groupe de référence | Références bibliographiques
300 ; T;r?’a‘ﬁr' J28 A - Medi t CARMICHAEL
m aJz - Médicament non
Eﬁ,:’gﬁg%:g;:;:‘g - Acide f%linique per os Métastatique inscrit sur la liste hors 12l
90 mg J14aJ28 GHS DOUILLARD JY
Tous les 35 jours [26]
: A - Medicament non
Adiuvant, stade Il | . = 7 TWELVES C
(Stade C de Dukes) inscrit su{r;:jtsl iste hors 72
Capécitabine
CAPECITABINE E
EN MONGTHERAPIE T S A - Médicament non e
OIS AL DORI Mstastatique inscrit sur la liste hors =
GHS VAN CUTSEME
[77]
Schéma classique Schéma simplifié A - Médicaments non
- Acide folini - Acide folini =
B:200 fng.fn:g Eﬁz E: ;00 ﬂ?g';:l‘duf Adjuvant inscrits sngllz liste hors ANE[’SE ¥
LVEFU2 L - 100 mgim® J1, J2 L - 200 mgim* J1
-Schéma clagsique - 5-Fluoro-uracile - 5-Fluoro-uracile
-Schema simplifié 400 mgim?J1, J2 400 mgdr@ J1 o
_5-Fluoro-uracile | - 6-Fluoro-uracile St in‘;;ﬁ“::‘:'m??:felﬁs DE GRAMONT &
E00 maim?J1, J2 | 2400 mgim® J1 (48 h) . GHS [241
Tous les 14 jours Tous les 14 jours

R =méalange racémique et L = forme I2vogyre

REGIONS RHOME-ALPES ET AUVERGNE - REFERENTIELS COMMUNS DE PROTOCOLES DE CHIMIOTHERAPIE

LG - MMP | 14_05_08

Page 1 sur 27

Intitulé du protocole Schéma thérapeutique Stade Groupe de référence | Références bibliographiques
Schéma classique Schema simplifié
- Oxaliplatine - Oxaliplatine Adi t stade Il ANDRE T
85 mgim? J1 85 mgin?* J1 (Stade C & Dukes) A-l 2
- Acide folinique - Acide folinigue
FOLFOX 4 B - 200 mgim? J1, J2 B : 400 mgim# J1
-Schéma classique L 100 mgim*J1, J2 L - 200 maim? J1
-Schéma simplifié - 5-Fluoro-uracile - 5-Fluoro-uracile
400 mgim? J1, J2 400 mafm® J1
- 5-Fluoro-uracile - 5-Fluoro-uracile Métastatioue Aol DE GRAMONT A
600 mgim® J1, J2 2400 mg/n? J1 (48 h) [25]
Tous les 14 jours Tous les 14 jours
- Oxaliplatine
100 mg'm* J1
- Acide folinique
R - 400 mgim* J1
L : 200 mgim*J1 : - TOURNIGAND C
FOLFOX 6 % Fluoro-uracile Metastatigue A-l 71
400 mgfm® J1
- 5-Fluoro-uracile
2400 mgfm*J1 (48 h)
Tous les 14 jours
_Irinotécan DOUIL[IE?]RD JY
180 mgi'm? J1 Méteastaﬁque Al
- Acide folinique 1% ligne h
R - 400 mg/m? J1 TOUR"[‘:}%AND c
L : 200 mgim? J1
FOLFIRI - 5-Fluoro-uracile
400 mgfm* J1
- 5-Fluoro-uracile Métastatique Al TOURMNIGAND C
2400 mgfm?*J1 (46 h) 2*™ ligne ) 711
Tous les 14 jours
R = melange racemique et L = forme [evogyre
REGIONS RHONE-ALPES ET AUVERGHNE - REFERENTIELS COMMUNS DE PROTOCOLES DE CHIMIOTHERAPIE Page 2 sur 27
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Annexe Il - Protocoles de Chimiothérapies en Oncologie Digestive (Validés le 14.05.2008)
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Intitulé du protocole Schéma thérapeutique Stade Groupe de référence | Références bibliographigues
Schéma YCHOU
Schéma FALCONE - Irinotécan P
- Irinotécan 180 mg/m?® J1 pres Iignqe FALCONE A
185 mg/m? J1 - Oxaliplatine - [30]
- Oxaliplatine 83 ma/m*J1 a ??er alk
FOLFIRINOX 85 mgim® J1 - Acide folinique Dl a 'eu ésﬁ’
-Schéma FALCONE - Acide folinique B : 400 mgfm* 1 traiterem médical A=l
-Schéma YCHOU B : 400 maim? J1 L - 200 maim?® J1 ke i
L : 200 mgim*J1 - 5-Fluorc-uracile c!? inthérani
- B-Fluoro-uracile 400 mgim?J1 JIEG) .tB[?'DIB YCHOU M
3200 mgfm*J1 (48 hj | - 5-Fluoro-uracile i (80]
Tous les 14jours | 2400 mgim* J1 (45 h) =0
Tous les 14 jours
Schéma classigus Schéma simplifié
- Bevacizumab - Bevacizumab
5 mgikg J1 S makg J1
- Acide folinique - Acide folinique
BEVACIZUMAB - LVSFU2 B 200 mgim*J1, J2 B - 400 mgim* 1 HURWITZ H
-Schéma clazsique L : 100 mgim* J1, J2 L - 200 mg/im? J1 Métastatigue A-l [42]
-Schéma simplifié - 5-Fluoro-uracile - B-Fluoro-uracile
400 mgin J1, J2 400 maim? J1
- 5-Fluoro-uracile - 5-Fluoro-uracile
600 mgim® J1, J2 2400 mgin J1 (48 h)
Tous les 14 jours Tous les 14 jours
- Bévacizumab
S mghkg J1
- Irinotécan
180 mg/n® J1
- Acide folinique
- 400 mgfm* J1 . HURWITZ H
BEVACIZUMAB - FOLFIRI E: 200 mgme1 Métastatioue A-l 142]
- 5-Fluoro-uracile
400 mgim® J1
- 5-Fluoro-uracile
2400 mgfm?® J1 (48 h)
Tous les 14 jours

R = mélange racémique et L = forme Ivogyre

REGIONS RHONE-ALPES ET AUVERGHE - REFERENTIELS COMMUNS DE PROTOCOLES DE CHIMIOTHERAPIE
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Intitulé du protocois Schéma thérapeutique Stade Groupe de référence | Références bibliograghigues
Soh: T
- Bévacizumab - Bévacizumab
5 mglkg J1 S mglkg J1 GIANTONIO BJ
- Oxaliplating - Oxaliplatine [36]
85 mgim? J1 35 maim? J1
BEVACIZUMAB - FOLFOX 4 - Acide folinique - Acide folinique
-Schéma classique R 200 mgim*J1, J2 R : 400 mg/m?®J1 Métastatigue Al
-Schéma simplifié L : 100 mgim= J1, J2 L - 200 maim? J1
- 5-Fluoro-uracile - 5-Fluoro-uracile
400 mgfm® J1, J2 400 ma/m® J1 SALTZL
- 5-Fluoro-uracile - 5-Fluoro-uracile [66]
600 mgfm? J1, J2 2400 mgim? J1 (48 h)
Tous les 14 jours Tous les 14 jours
- Bévacizumab
7.5 malkg J1
- Dxaliplatine
BEVACIZUMAB - XELOX 130 rrjgo‘n"rz J1 Metastatique Al SA[IB-'E? k
- Capécitabine
2000 mafm*J1 & J14
Tous les 21 jours
Schéma classique Schémas simplifigs Métastatigue
Cure n°1 + Schéma n*1 22" ligne A CUNNINGHAM D
- Cétuximab ~ Cétuximab aver expression [15]
400 mgim® J1 500 maim® J1 EGFR
250 mg/m* J8 - Irinotécan
- Irinotecan 180 maim® J1
CETUXIMAE - IRINGTECAN 180 mgim?® J1 Tous les 14 jours CHUNG KY
-Schéma classigue s ; 5 14
-Schémas simpl%és CWR; 2= sneics * Schema n'2 Métastatigue .
p'nse_a.HE Cure n*1 = 278 i
- Cétuximab Cure n°1 du schéma i Ign?m Al
250 mgin J15, J22 classique i quese F‘“"'EEGFR
-Irinotécan Cure n*2 et suivantes | ' o Preesion PIPPAS AN
180 mgin¥ J15 Reprise 4 JA5 avec le [e1
Tous les 14 jours schéma simplifié n*1
Tous les 14 jours
lingtecan CUNMMINGHAM D
20
EN ;ﬂ%ﬁ%ﬁi%%ﬁ 350 mg/nt® J1 Métastatique Al )
Tous les 21 jours ROL{EEIQER B

R = melange racemique et L = forme levogyre
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Intitulé du protocole Schéma thérapeutique Stade Groupe de référence | Références bibliographigues
Métastatique
) (Patient non traiteé par Al COC[[%%NI G
RALTITREXED gm}::ﬁf ﬂu::?g r;fdm)
EN MONOTHERAPIE : ctastatique
Tous les 21 jours (Centre-indication ou KOHMNE CH
EEe A-1l
intolérance aux [4E]
fluoropyrimidines)
gﬁgﬁﬁd Metastatique
£ 2 {Confre-indication ou SEITZ JF
TOMOX = Gxallp!a‘l::ine intolérance aux =g [&7]
130 mafm® J1 fi imidines)
Tous les 21 jours SEOPITITIIES,
Metastatigue
PANTUMUMAB PaﬁnilumuT:h = 2""'Ii_gneEGFH A_- Mégcamlens r;on VAN CUTSEME
EN MONOTHERAPIE maka avec expression inscrit sur la liste 78]

Tous les 14 jours

Patient KRAS non muté
(type sauvage)

hors

Capécitabine e
ENMONOTHERAPIE 1Somg Recum | & it | KRISHaNS
+RT Pendant toute la durée de la radiothérapie Mesadjuvant hors GHS [47]
{sauf week-ends et jours fériés)
Infitulé du protocole Schéma thérapeutique Stade Groupe de référence | Reéférences bibliographiques
- Oxaliplatine - Oxaliplating
25 mgim* J1 85 mgfm®J1 ANDRE T
- Acide folinique - Acide folinique 2
FOLFOX 4 R 200 mgim®J1, J2 B 400 mg/m* 1 %
-Schéma classique L 100mghdt y2 | L 200 mgimt 1 Aduvant, stade il | 5 _ Annexe INCa
s Ty : 4 a haut risque
-Schema simplifie - 5-Flugro-uracile - 5-Fluoro-uracile
400 maim®J1, J2 400 maim?® J1 DE GRAMONT A
- 5-Fluoro-uracile - 5-Fluoro-uracile 23]
GO0 maim®J1, J2 2400 mg/im® J1 {48 h)
Tous les 14 jours Tous les 14 jours
- Dxaliplatine
130 mgm? J1 B - Protocole absent
XELOX - Capécitabine Meétastatigue du référentiel de CASE%?Y 4

2000 mgim?J1 & J14
Tous les 21 jours

MNCa

R = mélange racémigue et L = forme I&vogyre

REGIONS RHOMNE-ALPES ET AUVERGHNE - REFERENTIELS COMMUNS DE PROTOCOLES DE CHIMIOTHERAPIE
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Infitulé du protocols Schéma thérapsutiqus Stade Groupe de référence | Références biblicgraghiguss
Schéma classigus
e ¥ Schémas simplifies
- Cétuximab
400 mgim® J1 + Schéma n°1
250 mg/m?® J8
-Irinotécan - Cétuximab
15!} m»g.fn:wz_ﬂ 200 maim? J1
- Acide folinique - Irinotécan
R : 400 mg/m? J1 180 maim? J1
L : 200 mgim*J1 - Acide folinique
- 5-Fluoro-uracile B 400 mg/m* 1
400 mgim® J1 L - 200 mg/m? J1
. - 5-F!uom=41r&t::| le "B Fluoro-uracile Métastatique
= 2400 magfm?*J1 (48 k) 400 maim? J1 15 lighe B - Protocole absent VAN CUTSEM E
-Schléma classique Tous les 14 jours - 5-Fluoro-uracile quelle q'ge soit du référentiel de 751
-Schemas simplifies Giire {2 et Soiventes 2400 rngrnFJ1_ (48 h) Iexpression EGFR I'NCa
Reprise & J15 Tous les 14 jours
- Cétuximab .
250 mgim?® J15, J22 | * Schéman®2
- Irinotécan G ot
180 mg/m= J1 & ,*1’*3” he
- Acide Tolinique B s
R : 400 mg/m? J1 oo
L : 200 mgim?.J1 Cure n°2 ef suivantes
-5Fluoro-uracile | poprice 34 315 avecle
sﬁggr::;;;i - schéma simplifié n*1
s 5 T les 14
2400 mgime J1 (48 h) DUR IR TR IS
Tous les 14 jours
- Irinotécan
180 mgim? J1 (15 cure), puis 220 mgim? J1
(2*™* cure) et 260 ma/m® J1 {3'™ cure)
- Acide folinique
R - 400 mgim*J1 . - B - Protocole absent
FOLFIRI FORT = Metastatigue P . DUCRELX M
Escalade de dose L : 200 mgém® J1 Prs ligne du referentiel de 129]

- 5-Fluoro-uracile
400 mgim® J1
- 5-Fluoro-uracile
2400 mgfm® J1 (48 h}
Tous les 14 jours

I'NCa

R = mélange racémique 21 L = forme [&vogyre
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Infitulé du protocole Schéma thérapeutique Stade Groupe de référence | Références bibliographiques
APARICIOJ
. i R 5]
Schéma classigue Schema simplifie —
TOMIRI ou IRITOM - Raltitrexed - Raltitrexed Metastatigue | B _protocole absent 21
Sché assi 3 mgim*J1 2 mgim*J1 (Contre-indication du référentiel de
-Sccheémn‘laacsiar:fjllgrll-lée - Irinotécan - Irinotécan ou intolérance aux IINCa FELIU J
200 mgfm® J1 180 maim®J1 fluoropyrimidines) 22
Tous les 21 jours Tous les 14 jours
LOSAF
[51]
Cc- PROTOCOLES NON AUTORISES
Intitulé du protocole Schéma thérapeutique Stade Groupe de référence | Références bibliographigues
FOLFIRI - Adjuvant c-1n -
Adjuvant
BEVACIZUMAB ) com B
EN MONOTHERAPIE
Métastatique
BEVACIZUMAB "
EN ASSOCIATION - Adjuvant C - Annexe INCa -
CETUXIMAB - Adjuvant C - Annexe INCa -
PEMETREXED - Métastatique c-1n -
VINORELBINE - Métastatique c-1n -
OXALIPLATINE + RT
Rectum
EN ASSOCIATION - Néoadjuvant C - Annexe INCa -

(FOLFOX 4 + RT et XELOX + RT)
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ASSISTANCE HOPITAUX]
DE_PARIS|

PUBLIQUE

Concordance of the Determination of EGFR and K-ras Mutations in a Tumor bank obtained by 15 :

centers in France : a pilot study of the ERMETIC project. Cadranel J, Poulot V, Rolland E, Mounawar M, Antoine M, :
Brambilla E, Danel C, Hainaut P, Chouaid C, Michiels S for the ERMETIC group. Assistance Publique - Hopitaux de Paris (AP-HP), Paris; ;
Intergroupe Francophone de Cancérologie Thoracique (IFCT), Paris; International Agency for Research on Cancer (IARC), Lyon; Centre h

Hospitalo-Universitaire de Grenoble, Grenoble; Institut Gustave Roussy (IGR), Villejuif - France.

Background: Epidermal Growt Factor - Tyrosine Kinase Inhibitors (EGFR-TKIs) and especially
erdotinb, are autorized in Eurcpo for o weatment of metastatic nan-small el lung cancer
(NSCLC) after faiuro of, at least ono, prior chematherapy, Aifiough, ithas been muggested hat
GFR and K-
n

ERMETIC project has three consecutive objectives :
+ ERMETIC 1 : to validate several techniques for the

, EGFR
ras mutations) are prodictive of efficacy of EGFR-TKIs, tey are not used
entation of these blomarkers i France, ta French National Cancer Institute
rospective project entifed. Evaluation of tha EGFR Mutation

femai reforence molecular laboratory. ER)
consecutive objectives, but Me irst was 10 evaluata e abily of ach center 1o porform blomarkor
assays in paraffin conters, with

and
3 an extomal

Methods: A y
roated patients Mat undewent mirgory. It was eniched by spocimens haronng EGFR-mutation
o N The bank

conmsted of snap frozen and paraffn embedded tisauos, as well a5 DNA oxtracts. All specimens
were send blinded 1o te different centers for molecular analysis, EGFR IHC and FISH wora
performed by e 3 panel pamologists on e entire tumor bank EGFR and K-ras genes woro
‘Sequenced by centers on Meir own specimens as well 35 on the DNA extracts of Me entire bank,
andby Mo on all e DN

ons. aro presented romits, and by
Kappa cosflicients for cbserver agreement, togomer with 95% confidence intervals,

Results: The tumor bank contained specimens from 74 surgically resected NSCLC of which 16%
with known EGFR-mutation and 74% with ADC histology. 76% of patients were F and 49% NS, Al
tho time of the abstract submission, all EGFR IHC and FISH analyses and EGFR and K-ras

mutation wil be presented at the
IASLC meeting
: The abilty to study EGF! p:
ombodded tumor . y d Mo capacity
ar a provequisite of i n Franco

« Figures 1to 3
« Blinded DNA sample
« Local DNA sample

m]
Jiy

« Figures 1to 6, 8 and 10
« Absence of tumor specimens
« Failure of DNA amplification
« Wild type sequence
* Mutated sequence
« Kappa test not applicable

« Figures 11, 13 and 15
+ Non amplified in reference center
+ Wild type in reference center
* Mutated in reference and local center
- Wild type on local center
+ Non amplified in local center

Epidermal Growth Factor Receptor - Tyrosine Kinase
Inhibitors (EGFR-TKIs), and especially Erlotinib, are
authorized in Europe for the treatment of metastatic non-
small cell lung carcinoma (NSCLC) after failure of, at least
one, prior chemotherapy (CT).

Although, it has been suggested that biomarkers (EGFR
over-expression, EGFR gene polysomy/amplification and
EGFR and K-Ras mutations) are predictors of EGFR-TKIs
efficacy, they are not used in clinical practice,

In order to help impl, of these in
France, the French National Cancer Institute and French
Ministry for Health have granted a 2-year multicentric
prospective project entitied : Evaluation of the EGFR
Mutation status for the administration of EGFR-TKIs in non-
small luna Carcinoma (ERMETIC).

O

—_—

of molecul, i in the EGFR pathway
Y

1l-bi

. o paraffi 5
obtained from NSCLC

- ERMETIC 2 : to select and hierarchized clinical,
pathological and biological predictors of EGFR-TKIs
response and clinical benefit based on a large prospective
clinical cohort

« ERMETIC 3 : to determine the best strategy to pi

Descriptive analysis

« frequency of non-amplified
specimen for each exon of EGFR
and K-Ras

« frequency of wild type and

048, 043, 048, 074

For exon19, 6 centers obtained identical DNA sequences on their
blinded and unblinded tumor samples. In Y centers, DNA
amplification was executable in blinded samples but not in unblinded
and inversely. Finally, in 3 centers mutation was detected in

Flg. 7: Exon 19 agresment

unblinded but not in blinded specimen (n=2) and conversely (n=1). .
For exon21, 10 centers obtained identical DNA sequences on their |
blinded and unblinded tumor samples. In 4 centers, DNA 4
amplification was executable in binded samples but not in unblinded B

and inversely. Finally, in 1 center mutation was detected in blinded

EGFR-TKIs i.e. based or not on EGFR-TKIs biomarkers of
response, in term of cost-effectiveness
ERMETIC 1 study desig
Centers 1 to 15
o

_“]

]

Tumo

Coordination

a centor

TOFR M

£GFR mutations
K-Ras mutations

. Roefarence

laboratory

74 tumor surgical specimens
+ 56 females (76%), 18 males (24%)

« non previously treated patients

- 53 i (72%), 11 sq cell
(15%), 10 large cell carcinomas (13%)

+ 30% to 90% of tumoral cells

« “enriched" for EGFR mutation
+12 with established EGFR mutations (16%)
-38 i from kers (72%)

EGFR mutations

- direct sequencing of exons 18 to 21 ; alternative techniques
optionnal

K-Ras mutations

« direct
optionnal

of exon 2;

VAT 8§ A S S e e e v T v v v . v i
bl Fig. 8: Exon 21 Fig, 9: Exon 21 agresment

1 local center detected the same number of EGFR mutations as the reference center (18), 5

detected more (20 to 23), but 9 centers detected less numbers (11 to 17).

mutated exons of EGFR and K- Kappa Agreement but not in unblinded specimen.
Ras For KRas, 10 centers obtained identical DNA sequences on their

3 " s0 Very bad (1) blinded and unblinded tumor samples. In 3 centers, DNA
+ description of each mutation ion was in blinded samples but not in unblinded 1
using the nomenclature of the - 0-0.20 Bad (2) and inversely. Finally, in 2 centers mutation was detected in
Human Genome Variation Society unblinded but not in blinded specimen (n=2) and conversely (n=2).
(http:/Awvww.havs. org ) 0.21-0.40 Poor (3) v
« description of concordance and 0.41-060 | Moderate (4) Reference laboratory : frozen vs paraffin Only
discordance results for each exon ;
agreement analysis by “kappa" test 0.61-0.80 Good (5) EGFr Exon18 Exon19 Exon20 Exon21 KRas
[sOto1]: Kappa  0.62 NA 043 NA

>0.80 Excellent (6)

- between snap frozen and paraffin-embedded
specimens for the reference laboratory

« batwean each center and the referance
laboratory

« between local and blinded specimens for
each center
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Fig. 4 : EGFr

Moderate (60%) to good (40%) agreement was observed in results obtained by local centers in
074 comparison with the reference center for the identification of EGFR mutations. Agreement was

better for EGFR exon19 mutations (moderate: 60%; good: 40%) than for EGFR exon 21 mutations
+ 33%; moderate: 60%; good: 27%).

However, disagreement between local and reference center resulted from different grounds :

*In 9 local centers with moderate agreement for EGFR exon19 mutation identification, 4 did not
detect EGFR mutations identified by the reference center, but 5 detected mutations in DNA
specimens that were not amplified or considered as wild type by the reference center

«In 11 local centers with moderate or poor agreement for EGFR exon21 mutation identification, 2
did not detect EGFR mutations identified by the reference center, but 9 detected mutations in DNA
specimens that were not amplified or considered as wild type by the reference center and were not
able to amplify specimens identified as mutated by the reference center

5 of the 74 frozen specimens did not contain any tumor cells, but DNA
amplification was executable for each exon in each 69 tumor

specimens. By contrast, DNA amplification was not executable in 9/74
(12%) paraffin specimens for EGFR (exon 18 : 17/74 ; exon 19: 23/74

1 exon 20 : 17/74 and exon 21: 14/74) and 6/74 (8%) for K-Ras. o
23 (33%) EGFR mutations were identified in 69 amplified frozen "
specimens among which 21/23 (91%) concerned exons 19 and 21. 18

(27%) EGFR mutations were identified in 65 paraffin specimens W

among which all (100%) concerned exons 19 and 21. 100% of the
mutations were detected in ADC and 62% In smokers.

14 (22%) K-Ras mutations were identified in 68 amplified frozen
specimens. 15 (22%) K-Ras mutations were identified in amplified
paraffin specimens. 100% of the mutations were detected in ADC and
40% In non-smokers.

Good agreement existed between results obtained from frozen and
paraffin specimens (K=0.62 for EGFR; K=0.72 for K-Ras). Mismatch
results were related to absence of tumor cells in frozen specimens and
non executable

bad in

Fig.10:

Fig. 11: KRas agreement

Al local centers detected less number of K-Ras mutations (5 to 14) than reference center (15),
except 1 that detected more mutations (16)

Moderate agreement was observed in results obtained by local centers in comparison with the
reference center for the identification of K-Ras mutations in only 47%, and unexpectedly poor or

53% of cases.

Disagreement between local and reference center mainly resulted from the absence of detection of
K-Ras mutations by local centers because of failure of DNA amplification or mis-identification of

mutation after sequencing. In several cases, local centers also detected mutations in DN;
specimens that were not amplified or considered as wild type by the reference center.

All centers versus reference cente

K 062 062 043 072 044 050 060 077 048 067 042 053 048 040 074

Conclusion

Acceptable agreement between different centers
for sequencing EGFr and K-Ras mutations on
paraffin blocks

Implementation of quality procedures to enhance
concordance between centers

Green light for start of prospective study of 600
patients (ERMETIC2)
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These soutenue par : Sandrine DUFORT

Titre :
Marqueurs moléculaires et thérapies ciblées : exerng
des mutations de IEGFR et deKRAS comme marqueurs
prédictifs de réponse aux agents ciblant 'TEGFR
Résumé :

Les cancers broncho-pulmonaires (CBNPC) et colawecsont les deux premieres
causes de mortalité par cancer dans le monde. Bgterdivement, ils sont de trées mauvais
pronostic, avec une survie a 5 ans respectivemedd et 5 %. Récemment, de nouvelles
thérapies dites ciblées, comme par exemple lesap monoclonaux anti-EGFR ou les
inhibiteurs de I'activité tyrosine kinase (TKI) d&GFR, ont été développées. Une faible
proportion des patients porteurs d’'un cancer brofmiimonaire ou colorectal répond a ces
traitements ; leur survie est augmentée et leulitude vie améliorée. Différentes études ont
permis de préciser les facteurs prédictifs de répptels que les mutations des exons 18 a 21
de 'EGFR et celles de I'exon 1 dERAS Ainsi, les anticorps monoclonaux sont indiqués
dans le traitement du cancer colorectal métasetigusqueKRAS est sauvage. Pour le

traitement des CBNPC par TKiIs, le statut mutatibuled’ EGFR est en cours d’évaluation.

Au laboratoire, I'analyse des mutations a dans iamger temps été réalisée par la
meéthode de référence, le séquencage direct, paisechnique alternative, le pyroséquencage
a été développée. Cette méthode est plus senpibgerapide et moins codteuse, et permet

une prise en charge optimale des patients pouéandficier d’une thérapie ciblant 'EGFR.

Mots clés :thérapie ciblée, cancer, marqueur prédictif, EGRRAS, pyroséquencage
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