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Introduction 

Introduction 

Ce travail a été réalisé au sein de l'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 gènes KRAS et EGFR comme marqueurs moléculaires 

prédictifs de réponse aux thérapies ciblant le récepteur à l'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 carcinogenèse, ainsi que l'intérêt 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 séquençage direct et le pyroséquençage, font l'objet de la deuxième partie de ce 

mémoire. 
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Première partie : les cancers broncho-pulmonaires 
 

Chapitre 1 : Epidémiologie des cancers broncho-pulmonaires 

1 . Données chiffrées  

 

Le cancer broncho-pulmonaire est un problème majeur de santé publique. En Europe, 

le cancer broncho-pulmonaire est le 3ème cancer le plus fréquemment diagnostiqué 

(386000 cas, soit 12,1 % de tous les cancers), après le cancer du sein (429 900 cas, soit 

13,5 %) et le cancer colorectal (412 900 cas, soit 12,9 %). Malgré une légère diminution de 

son incidence depuis 2004, il reste la première cause de mortalité par cancer (figure 1) et 

représente un cinquième des décès par cancer (Ferlay et coll., 2007). Avec 25 000 à 30 000 

décès par an en France, les cancers broncho-pulmonaires engendrent plus de décès que ceux 

induits par les cancers du sein et de la prostate réunis (Hill et Doyon, 2006). Il représente la 

première cause de décès par cancer chez l’homme et la troisième chez la femme. 

 

 Le taux de survie à 5 ans du cancer broncho-pulmonaire reste inférieur à 15 % au 

niveau mondial (Jemal et coll., 2008), la moyenne européenne n’excédant pas 10 %, toutes 

histologies et tous stades confondus, ce qui le place au second rang des cancers les plus 

agressifs après le cancer du pancréas (5 % de survie à 5 ans). Ce mauvais pronostic est 

étroitement lié au fait que 71 % des patients présentent un cancer de stade avancé (régional ou 

métastatique) et donc inopérable au moment du diagnostic. Ainsi, 50 % des patients 

présentant une tumeur localisée, et donc opérable, sont en vie 5 ans après le diagnostic. A 

l’inverse, moins de 3 % des patients diagnostiqués avec une tumeur métastatique (stade IV) 

seront encore en vie 5 ans après le diagnostic. 

 

2 . Les facteurs étiologiques 

 

Le tabac est responsable d’environ 75 à 85 % des cancers broncho-pulmonaires. En 

augmentation jusqu’au milieu des années 1980, l’incidence de ces cancers tend aujourd’hui à 

diminuer chez l’homme, en lien avec une diminution du tabagisme, mais augmente chez la 

femme (Eilstein et coll., 2008). La progression de l’incidence observée chez la femme est liée 

à la consommation accrue de tabac. Le risque de survenue d’un cancer broncho-pulmonaire 
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est associé à trois facteurs importants liés au tabagisme : le nombre de cigarettes fumées 

quotidiennement, la durée du tabagisme et l’âge du début du tabagisme (Le Faou et Scemama, 

2005). En France, le nombre de fumeurs diminue mais le nombre de grands fumeurs et 

d’adolescents qui fument augmente, de même que s’abaisse l’âge de la première cigarette. Le 

risque relatif dépend de la quantité consommée : il passe de 15 pour ½ paquet par jour à 64 

pour 2 paquets par jour (risque de 1 pour un non-fumeur). De plus, selon l’étude publiée par 

Peto et coll. en 2000, un triplement du nombre de cigarettes fumées par jour multiple par trois 

le risque de développer un cancer broncho-pulmonaire, alors qu’un triplement de la durée du 

tabagisme multiplie par 100 le risque de cancer. Après arrêt du tabac, le risque relatif diminue 

exponentiellement pendant la première année pour revenir pratiquement à 1,5 – 2 à partir de 

20 ans après le sevrage tabagique (Williams et Sandler, 2001). Il existe également une 

corrélation entre le développement d’un cancer broncho-pulmonaire et une exposition de 

longue durée au tabagisme passif, avec un risque relatif évalué à 1,4 (Williams et Sandler, 

2001). 

Près de 60 substances, présentes dans la fumée de cigarette, sont considérées comme 

des carcinogènes potentiels, c’est-à-dire des substances capables de provoquer un cancer. 

Parmi ces substances, nous pouvons citer les benzopyrènes et autres hydrocarbures 

aromatiques polycycliques, avec le benzo-α-pyrène comme chef de file, les nitrosamines, les 

phénols, le polonium-210 et l’arsenic. 

 

D’autres facteurs peuvent également accroître le risque de cancer broncho-pulmonaire, 

notamment l’exposition, dans le cadre professionnel, à des agents toxiques minéraux tels 

l’amiante, à des métaux tels l’arsenic, le nickel, le chrome ou à des produits à base de pétrole, 

surtout chez les fumeurs (Alberg et coll., 2005). L’exposition au radon (gaz souterrain) est 

également un facteur étiologique reconnu chez les mineurs. Enfin, différentes études 

mentionnent d’autres facteurs de risques tels que la pollution atmosphérique ou une 

exposition à des radiations ionisantes (Boffetta et coll., 2004). 

 

Il est également vraisemblable qu’un facteur génétique joue un rôle, ce qui pourrait 

expliquer que des fumeurs ne soient jamais atteints ou que des non-fumeurs le soient. Cela 

pourrait expliquer le fait que les spécialistes constatent un nombre croissant de cancers du 

poumon chez des personnes – essentiellement des femmes – qui n’ont jamais fumé et ne 

côtoient pas de fumeurs (Hung et coll., 2008). 
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Chapitre 2 : Classifications histologique et pathologique des 

cancers broncho-pulmonaires 

1 . Classification histologique 

 

Le diagnostic est établi à l’aide de la classification histologique internationale des 

cancers broncho-pulmonaires de l'OMS de 1999, réactualisée en 2004 par l’IARC (Annexe I). 

Elle est basée sur l’analyse morphologique rigoureuse (macroscopique et microscopique) des 

lésions selon des critères histologiques simples, reproductibles et donc utilisables par tous les 

pathologistes. L’intérêt d’une telle classification repose sur la nécessité de délivrer un 

diagnostic permettant l’inclusion des patients dans des protocoles thérapeutiques et servant de 

base aux études épidémiologiques et biologiques. Elle permet de répartir 90 % des cancers 

broncho-pulmonaires en 4 classes d'incidence majeure : les cancers épidermoïdes, les 

adénocarcinomes, les cancers à petites cellules et les cancers à grandes cellules.  

Cependant, en prenant en compte à la fois les critères histologiques et les critères cliniques, 

deux groupes principaux s’individualisent, notamment en terme de prise en charge 

thérapeutique : les carcinomes bronchiques à petites cellules (CBPC) et les carcinomes 

bronchiques non à petites cellules (CBNPC). 

 

1.1 . Les Carcinomes Broncho-pulmonaires à Petites Cellules 

 

Les CBPC représentent 15 à 25 % des carcinomes broncho-pulmonaires et constituent 

une entité anatomo-clinique bien individualisée, notamment du fait de leur très grande 

évolutivité locale et métastatique. Liées dans 95 % des cas au tabagisme, ces tumeurs se 

développent à partir des cellules neuroendocrines, dispersées à l’état normal dans tout 

l’épithélium bronchique. Elles sont constituées de cellules de petite taille, rondes ou en 

« grains d’avoine », avec un rapport nucléo/cytoplasmique élevé. Elles expriment toutes au 

moins un des trois facteurs de différenciation neuroendocrine que sont : la synaptophysine, la 

chromogranine ou N-CAM (Neural-Cell Adhesion Molecule). Ces tumeurs sont très invasives, 

de haut grade de malignité, avec un index mitotique très élevé et une nécrose tumorale 

souvent présente et extensive. Les CBPC sont généralement diagnostiqués à un stade avancé 

et sont traités par chimiothérapie. La chirurgie et la radiothérapie sont inefficaces car 

l’extension médiastinale est quasi constante et les métastases sont détectables au moment du 

diagnostic dans deux tiers des cas. Les CBPC sont des carcinomes de très mauvais pronostic, 
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puisque les médianes de survie sont aux environs de 11 mois pour les formes étendues et de 

18 mois pour les formes limitées à l’hémithorax. 

 

1.2 . Les Carcinomes Broncho-pulmonaires Non à Petites Cellules 

 

Cette catégorie de cancers représente 75 à 85 % des cancers broncho-pulmonaires et 

est composée de sous-types histologiques très différents : les carcinomes malpighiens, les 

adénocarcinomes et les carcinomes à grandes cellules, ou plus généralement, toute entité ne 

présentant pas de caractéristique « à petites cellules » (Beasley et coll., 2005). Seules les 

similitudes de prise en charge thérapeutique justifient leur regroupement au sein d’une même 

famille. 

 

 1.2.1 . Les carcinomes malpighiens 

 

Egalement appelés carcinomes épidermoïdes ou carcinomes squameux, ces tumeurs 

épithéliales malignes représentent 25 à 35 % des CBNPC. Leur diagnostic est basé sur la 

présence de kératine synthétisée par les cellules malignes ou «  kératinisation » (intra- ou 

inter-cellulaire) et/ou sur la présence de ponts d’union intercellulaires. Ces tumeurs sont 

également très corrélées à la consommation de tabac (Spiro et Porter, 2002). Elles sont de 

différenciation et de grade variables. 

 

 1.2.2 . Les adénocarcinomes 

 

Les adénocarcinomes sont des tumeurs épithéliales présentant une différenciation 

glandulaire ou une sécrétion de mucine par les cellules tumorales. Cette forme histologique, 

qui représente 40 % des CBNPC, est la plus fréquente de l’homme jeune (moins de 50 ans), 

de la femme de tout âge et du non-fumeur. Son incidence croissante, notamment en Europe, 

est en rapport direct avec l’évolution du tabagisme. Les adénocarcinomes broncho-

pulmonaires forment un groupe de tumeurs hétérogènes en terme de morphologie, de profil 

évolutif et d’histogenèse. La classification OMS individualise six sous-groupes : acineux, 

papillaire, bronchiolo-alvéolaire, solide avec formation de mucines, mixte et un sixième sous-

groupe ne comportant que des formes exceptionnelles. A l’exception des carcinomes 

bronchiolo-alvéolaires (adénocarcinomes présentant une forme non invasive pure) qui ont une 

grande valeur pronostique avec une survie de 100 % des patients à 5 ans,  il n’est pas certain 
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Tableau I. Classification pTNM et stadification des tumeurs broncho-pulmonaires.
Classification établie par l’Union Internationale Contre le Cancer (UICC).
Adapté d’après Lababede et coll., 1999.
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que les autres sous-types histologiques aient une quelconque signification clinique ou 

pathologique. 

  

1.2.3 . Les carcinomes à grandes cellules 

 

Il s’agit essentiellement d’un diagnostic d’exclusion, s’appliquant aux tumeurs n’ayant 

pas l’aspect d’un cancer broncho-pulmonaire à petites cellules et ne présentant pas de signe de 

différenciation épidermoïde ou glandulaire. Il s’agit en général de tumeurs périphériques 

volumineuses. Ces carcinomes représentent 20 % des patients porteurs de CBNPC. Cette 

famille comprend cinq membres, dont deux ont un impact direct sur le pronostique. Le 

carcinome neuro-endocrine à grandes cellules et le carcinome basaloïde, qui possèdent 

respectivement le meilleur pronostic et le plus péjoratif. 

 

2 . Classification pathologique pTNM 

 

Elle constitue la classification d’extension tumorale de référence pour les cliniciens et 

les pathologistes. De même que la classification histologique, elle représente la base 

indispensable pour adapter la thérapeutique et pour les études épidémiologiques. Elle permet 

de définir le stade histopathologique d’extension d’une tumeur (pTNM) après examen 

macroscopique et microscopique de la pièce de résection par le pathologiste. 

La classification TNM est recommandée par l’Union Internationale Contre le Cancer (UICC), 

qui a établi la 6ème classification pTNM des cancers bronchiques en 2002 (tableau I). Elle 

détermine l’extension tumorale en prenant en compte : 

 
T = taille et/ou extension de la Tumeur primitive 

N = présence ou absence de métastase ganglionnaire (ganglions locorégionaux ou « Nodes ») 

M  = présence ou absence de Métastase(s) à distance 

 
Le stade TNM peut être regroupé en 5 grandes catégories (tableau I) : 

- Stade 0 : Carcinome in situ (non invasif) 

- Stade I : Invasion très localisée, sans métastase à distance 

- Stade II : Extension limitée localement et/ou atteinte ganglionnaire satellite minime 

- Stade III : Atteinte locale importante et/ou atteinte ganglionnaire satellite majeure 

- Stade IV : Tumeur avec métastase(s) 



                                                       Revue bibliographique – Les cancers broncho-pulmonaires 

 7

Chapitre 3 : Prise en charge thérapeutique de CBNPC 

 

Plus de 75 % des cancers broncho-pulmonaires sont des carcinomes bronchiques non à 

petites cellules (CBNPC) (Blanchon et coll., 2002). Leur traitement, dépendant du type 

histologique et de la classification pTNM, fait appel à la chirurgie, à la radiothérapie et à la 

chimiothérapie. La prise en charge thérapeutique de ces carcinomes dépend également de 

l’extension tumorale, de l’état général et des fonctions respiratoire et cardiaque du malade, qui 

peuvent contre-indiquer certains traitements, et ainsi contraindre le clinicien à choisir des 

thérapeutiques alternatives, voire à instaurer un traitement palliatif. 

 

Trois possibilités de traitements sont envisageables selon l’extension de la tumeur :  

- Le patient est opérable (stade I, II : N0, N1) : le traitement consiste en une exérèse 

chirurgicale et la chimiothérapie adjuvante est discutée. 

- La tumeur est  localement avancée (stade IIIB) : l’association radio-chimiothérapie est 

recommandée. 

- La tumeur est métastatique (stade IV) : c’est en général la plus fréquente (> 60 %). 

Deux attitudes sont possibles selon l’état général du patient : 

o Si l’état général est peu dégradé et l’amaigrissement faible : le traitement est la 

chimiothérapie 

o Si l’état général est altéré et l’amaigrissement important : seul un traitement 

palliatif est mis en place 

 

1 . La chirurgie 

 

La chirurgie est un élément essentiel du traitement des carcinomes broncho-

pulmonaires (Shields, 1993). Cependant, elle ne doit être envisagée que dans un but curatif, 

d’où une extrême rigueur dans les indications. 

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

 - La lobectomie simple (exérèse d’un lobe pulmonaire) ou élargie, voire la 

bilobectomie, pour les cancers périphériques de stade N0 ou N1. Les résections limitées à 

moins d’un lobe sont jugées insuffisantes. 



                                                       Revue bibliographique – Les cancers broncho-pulmonaires 

 8

 - La pneumonectomie (exérèse d’un poumon), pour les cancers centraux avec atteinte 

hilaire ou scissurale, ainsi que pour les cancers périphériques avec dépassement scissural 

et/ou métastases ganglionnaires hilaires ou scissurales. 

 

Dans tous les cas, un curage ganglionnaire peropératoire est réalisé systématiquement. 

Les complications de la chirurgie sont importantes (VEMS (Volume expiratoire maximal par 

seconde)  - 20 % dans les lobectomies, - 50 % dans les pneumectomies), voire fatales (1 à 3 % 

dans les lobectomies ; 5 à 8 % dans les pneumonectomies chez les patients de plus de 70 ans). 

Ainsi, seul un patient sur quatre sera opéré. 

 

2 . La radiothérapie 

 

La radiothérapie a également prouvé son efficacité dans le traitement des carcinomes 

broncho-pulmonaires (Dautzenberg et Choukroun, 1998). Différentes indications sont 

envisageables :  

 - La radiothérapie exclusive, pour les cancers de stade I et II non opérables et de 

diamètre inférieur à 5 cm. 

 - La radiothérapie adjuvante, associée à la chirurgie dans le cas d’une résection 

incomplète, ou associée à la chimiothérapie pour le traitement des tumeurs inopérables et 

localement avancées. 

 

La dose administrée doit être au moins égale à 60 Gray (Gy) en cas de lésions 

macroscopiques (sur la tumeur ou les adénopathies). La radiothérapie se fait classiquement en 

une séance de 2 Gy par jour, cinq jours par semaine pendant 6 semaines (soit 30 séances). 

Appliquée aux patients inopérables, non métastasés d’emblée, la survie à 5 ans n’est que 

de 5 %. Les doses faibles (40 Gy) sont jugées inefficaces. 

De nouvelles modalités de radiothérapie ont été développées, notamment : la 

radiothérapie hyperfractionnée (c’est-à-dire avec plusieurs séances par jour mais avec une 

moindre irradiation à chaque séance), la radiothérapie en association concomitante à la 

chimiothérapie. Le but est à chaque fois d’augmenter la dose ou l’effet biologique sur la 

tumeur et/ou de diminuer les effets secondaires sur le tissu normal. 

L’effet secondaire le plus constant est l’oesophagite, suivi par la fibrose pulmonaire 

des zones irradiées. 
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3 . La chimiothérapie 

3.1 . Les chimiothérapies conventionnelles 

 

La sensibilité à la chimiothérapie varie de manière très importante en fonction du type 

histologique de la tumeur. Le taux moyen de réponse à la chimiothérapie est de 30 % (Vignot 

et Besse, 2007). L’usage des drogues cytotoxiques pour le traitement des CBNPC est 

conditionné par le stade de la maladie, l’état général du patient et la présence éventuelle de 

comorbidités. Les indications thérapeutiques doivent toujours tenir compte du rapport entre la 

toxicité et le bénéfice attendu pour le patient.  

La monochimiothérapie n’a que peu d’intérêt, mais elle peut être justifiée dans 

certaines indications. Les protocoles de polychimiothérapies sont les plus fréquemment 

utilisés. Actuellement, le traitement standard est une bithérapie comprenant un sel de platine 

(cisplatine (Cisplatyl®) ou carboplatine (Carboplatine®)) et une molécule de 3ème génération. Il 

s’agira de la vinorelbine (Navelbine®), si une cure de radiothérapie concomitante est prévue, 

de la gemcitabine (Gemzar®), en absence de radiothérapie, ou du paclitaxel (Paxel®) (Schiller 

et coll., 2002). Cependant de nombreux protocoles existent (annexe II) et permettent aux 

cliniciens d’adapter au mieux le traitement. 

  

3.2 . Les thérapies ciblées 

 

Malgré les progrès observés au cours des vingt dernières années dans le traitement de 

CBNPC, en particulier avec les chimiothérapies à base de sels de platine, les bénéfices en 

terme de survie dans les formes avancées restent modestes et semblent avoir atteint un plateau. 

Une meilleure compréhension des mécanismes moléculaires impliqués dans le processus de 

transformation néoplasique a focalisé les recherches actuelles sur le développement des 

thérapeutiques ciblées. Ces traitements sont destinés à cibler de manière sélective un agent 

responsable de la croissance tumorale, appartenant à la tumeur elle–même, ou à son micro-

environnement, afin d’assurer une meilleure sélectivité thérapeutique et donc d’atténuer les 

effets toxiques sur les tissus sains. L’utilisation de ces nouvelles thérapies permet 

l’amélioration des taux de réponse et de survie (Vignot et Besse, 2007).  

Le bevacizumab (Avastin®), un anticorps monoclonal ciblant le VEGF (Vascular 

Endothelial Growth Factor), a ainsi démontré son efficacité pour le traitement des cancers 

broncho-pulmonaires avancés en association avec une chimiothérapie par paclitaxel-
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carboplatine. Ce traitement améliore la survie sans progression de 30 % et le taux de réponse 

à la chimiothérapie de 70 %. 

Les inhibiteurs du récepteur à l’EGF (Epidermal Growth Factor) sont également 

utilisés en 2ème ou 3ème ligne de traitement. La troisième partie de cette introduction est 

consacrée à ce récepteur, dont le ciblage thérapeutique a démontré dès 2005, un bénéfice de 

survie des CBNPC en 2ème ligne (Shepherd et coll., 2005). 
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Deuxième partie : les cancers colorectaux 
 

Chapitre 1 : Epidémiologie des cancers colorectaux 

1 . Données chiffrées  

 

En France, le cancer colorectal est actuellement le plus fréquent, sexes confondus, 

bien que les hommes soient plus atteints que les femmes. Il représente 15 % des cas de 

cancers diagnostiqués chaque année. 

En 2003, on estimait à 36 200 le nombre de nouveaux cas et à 16 000 le nombre de 

décès en France (Remontet et coll., 2003). En terme d’incidence, il se situe au troisième rang 

des cancers, après le cancer du poumon et le cancer de la prostate chez l’homme, et après le 

cancer du poumon et le cancer du sein chez la femme. L’incidence de ce cancer a augmenté 

régulièrement jusqu’en 1990 et tend actuellement à se stabiliser, tandis que la mortalité 

décroît. Il reste toutefois le deuxième cancer en terme de mortalité derrière le cancer broncho-

pulmonaire, et devance la mortalité par cancer du sein et par cancer de la prostate. 

 

La survie relative à 5 ans est de 55 % (tous stades confondus). En France, la survie à 

5 ans s’est améliorée d’environ 20 % en 20 ans, passant de 33 % à 55 % (Sant et coll., 2002). 

Cette amélioration est principalement liée au diagnostic plus fréquent de la maladie à un stade 

précoce (stades I/II de 39,6 % à 56,6 %) et à l’amélioration de la prise en charge chirurgicale 

initiale (diminution de la mortalité postopératoire). La survie dépend étroitement du stade de 

la maladie au moment du diagnostic. Une étude a ainsi montré que la survie relative à 5 ans 

pour une personne diagnostiquée au stade I, c’est-à-dire le plus précoce, est de 94 %. Il est 

donc important de mettre en place des campagnes de dépistage et de pouvoir, si une anomalie 

est détectée, la prendre en charge le plus tôt possible. 

 

En ce qui concerne la localisation, environ 40 % des cancers touchent le rectum et 

60 % le colon, où la localisation principale est le sigmoïde. La majorité des cancers coliques 

touchent donc la dernière partie du colon. 

La France métropolitaine se situe parmi les régions à risque élevé, tout comme les 

autres pays d’Europe de l’Ouest, les Etats-Unis, l’Australie et, plus récemment, le Japon. Ce 

cancer est beaucoup plus rare en Amérique du Sud, en Asie et surtout en Afrique. 



Niveau de 
certitude

Risque diminué Pas de relation Risque accru

Probable
Activité physique

Légumes

Viande rouge

Alcool

Possible

Fibres alimentaires 
(= polysaccharides 
autres que l’amidon)

Amidon

Caroténoïdes

Calcium

Sélénium

Poisson

Masse corporelle élevée

Taille adulte plus élevée

Repas fréquents

Sucre

Graisses totales

Graisse saturée / animale

Viande préparée / très cuite

Œufs

Tabac

Insuffisant

Amidons non 
digestibles

Vitamines C, D, E

Folates

Méthionine

Céréales

Café

Fer

Tableau II. Alimentation et cancer colorectal : facteurs de risque et de protection, par
niveaux de certitude.
Bien qu’un caractère héréditaire ait pu être décrit dans certains cas, les principaux facteurs
de risque concernant le cancer colorectal relèvent essentiellement des modes de vie. En
effet, les habitudes alimentaires sont le plus souvent en relation avec l’augmentation
significative des cas de cancers colorectaux.
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2 . Les facteurs étiologiques 

 

Plus qu’un facteur de risque, le polype adénomateux, également appelé adénome, est 

considéré comme la lésion précédant l’adénocarcinome. En effet, dans 60 à 80 % des cas de 

cancer colorectal, un reliquat de polype adénomateux est retrouvé. Son risque de 

transformation dépend de la taille, du degré de dysplasie et de l’importance de la composante 

villeuse. Ainsi, des différents types de polypes adénomateux, l’adénome villeux (5 % des 

polypes) est celui qui a le plus de risque de se transformer en cancer. Les adénomes de plus de 

1 cm de diamètre et/ou comportant une composante villeuse et/ou en dysplasie sévère, sont 

considérés comme des lésions à haut grade de transformation maligne (Benhamiche-Bouvier 

et coll., 2000). La détection et l’exérèse des polypes adénomateux permettent donc de réduire 

le risque de cancer colorectal. 

D’autres part, le facteur génétique est en cause dans deux formes de cancers 

colorectaux : la polyadénomatose recto-colique familiale qui est caractérisée par une mutation 

du gène APC et le syndrome de Lynch (cancers colorectaux héréditaires sans polypose) 

caractérisé par des anomalies sur des gènes codant pour les protéines de réparation de l’ADN. 

Ces cancers héréditaires représentent moins de 10 % de l’ensemble des cancers colorectaux et 

surviennent avant 40 ans. 

Le risque est également accru chez les personnes ayant un antécédent personnel ou 

familial (parent du 1er degré) d’adénome ou de cancer colorectal ou chez les personnes 

souffrant de maladies inflammatoires (maladie inflammatoire de l’intestin, maladie de Crohn 

ou rectocolite ulcéro-hémorragique). Les cancers sur colites inflammatoires représentent 1 % 

des cancers colorectaux. 

Le mode de vie et l’alimentation peuvent influencer le développement du cancer 

colorectal. Ainsi, l’activité physique joue un rôle protecteur (Bouton-Ruault et coll., 2001). 

De plus, les résultats de plusieurs études convergent à propos de l’effet protecteur des 

légumes verts, des fruits frais et des fibres alimentaires et sur l’excès de risque entraîné par 

une alimentation trop riche en graisses. Il persiste cependant de nombreuses divergences sur 

le rôle des autres facteurs alimentaires (tableau II). Le rôle de l’alcool et du tabac est encore 

imprécis. Cependant différentes études semblent suggérer que le tabac favorise l’apparition 

des adénomes et que l’alcool favorise leur augmentation de taille (Brouton et coll., 1995). 
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Chapitre 2 : Dépistage et diagnostic des cancers colorectaux 

1 . Le dépistage des cancers colorectaux 

  

Le dépistage organisé du cancer colorectal repose sur la recherche d’un saignement 

occulte dans les selles (test Hemoccult II®) chez les personnes de 50-74 ans, tous les deux ans. 

Ce programme de dépistage organisé a été initié par les pouvoirs publics à partir de 2002. 

En pratique, les structures de gestion invitent par courrier les personnes âgées de 50 à 74 ans à 

se rendre chez leur médecin généraliste pour se faire expliquer la démarche. Le médecin 

détermine alors si le test est approprié à la situation de son patient et dans l’affirmative, lui 

remet le test après avoir expliqué les modalités d’utilisation. 

En cas de test négatif (97 % des cas), la personne est invitée à renouveler ce dépistage deux 

ans plus tard. Elle est également sensibilisée aux signaux d’alerte devant la conduire à 

consulter son médecin sans attendre ce délai de deux ans. 

En cas de test positif, le médecin traitant prescrit une coloscopie pour confirmer ou infirmer la 

présence d’anomalies dans le colon ou le rectum. La coloscopie permet en outre de retirer 

d’éventuels polypes. Elle se fait sous anesthésie générale. 

 

Chez les sujets à haut risque (existence d’antécédents familiaux notamment) ou à très 

haut risque (polypose adénomateuse familiale ou syndrome de Lynch), une coloscopie est 

proposée d’emblée, généralement avant 50 ans, parfois même dès l’âge de 20 ans. 

 

Le dépistage du cancer colorectal permet de détecter précocement d’éventuelles 

anomalies avant même qu’elles ne deviennent cancéreuses, ce qui facilite le traitement et 

augmente les chances de guérison. Les experts estiment que le dépistage organisé pourrait 

réduire la mortalité liée à ce cancer de 15 à 20 %, à partir du moment où la participation au 

dépistage organisé atteint 50 %. 

 

2 . Le diagnostic des cancers colorectaux 

 

Le diagnostic du cancer du colon repose sur la coloscopie totale, qui permet de 

visualiser la tumeur et de réaliser des biopsies. Le diagnostic du cancer du rectum, plus 

accessible à l’examen clinique (toucher rectal), est fait par rectoscopie qui permet également 
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de réaliser des biopsies. Cet examen doit être complété par une coloscopie et, si elle n’est pas 

possible, par un examen radiologique (lavement baryté). 

 

Les métastases viscérales compliquent l’évolution de 60 à 70 % des cancers 

colorectaux. Les métastases les plus fréquentes atteignent le foie, les ganglions intra-

abdominaux, le péritoine et le poumon. Ainsi, la réalisation d’examens complémentaires, tels 

que le dosage de l’antigène carcino-embryonnaire (ACE), une radiographie pulmonaire, une 

échographie hépatique et éventuellement un scanner abdominal permet l’identification des 

formes métastatiques. 

 

 



T – Tumeur primitive

TX Renseignements insuffisants pour classer la tumeur primitive

TO Pas de signe de tumeur primitive

Tis Carcinome in situ : tumeur intra-épithéliale ou envahissant la muqueuse1

T1 Tumeur envahissant la sous-muqueuse

T2 Tumeur envahissant la musculeuse

T3 Tumeur envahissant à travers la musculeuse,  la sous-séreuse et les péricoliques et 
périrectaux extrapéritonéaux

T4 Tumeur perforant le péritoine viscéral ou envahissant directement les autres 
organes ou les autres strucutures 2,3

N – Adénopathies régionales

NX Renseignements insuffisants pour classer les adénopathies régionales

N0 Pas d’adénopathies

N1 Présence d’une à trois adénopathies péricoliques métastatiques

N2 Présence de quatre, ou plus, adénopathies péricoliques métastatiques

N3 Présence d’adénopathies centrales (au niveau des troncs vasculaires) métastatiquesN3 Présence d’adénopathies centrales (au niveau des troncs vasculaires) métastatiques

M – Métastases à distance

MX Renseignements insuffisants pour classer les métastases à distance

M0 Pas de métastase à distance

M1 Présence de métastase(s) à distance

Tableau III. Classification TNM de tumeurs colorectales.
Classification établie par l’Union Internationale Contre le Cancer (UICC), applicable uniquement
aux carcinomes.
1 Tis comporte les cas de cellules cancéreuses localisées dans la membrane basale glandulaire
(intra-épithéliale) ou dans la muqueuse (intramuqueuse) sans extension à travers la muqueuse
musculaire à la sous-muqueuse.
2 L’invasion directe du T4 comprend l’invasion des autres segments du colo-rectum par le chemin
de la séreuse : par exemple l’invasion du colon sigmoïde par un carcinome du caecum.
3 Une tumeur qui est adhérente macroscopiquement à d’autres organes ou structures est classée
T4. Toutefois, si microscopiquement aucune tumeur n’est présente dans la zone d’adhésion, elle
est classée T3.
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Chapitre 3 : Classifications histologique et pathologique des 

cancers colorectaux 

1 . Classification histologique selon l’OMS 

 

Dans la majorité des cas (90 %), les cancers du colon et du rectum sont des 

adénocarcinomes, dont les variétés histologiques ont peu d’influence sur le pronostic. 

Morphologiquement, les cancers du colon et du rectum présentent peu de différences. Ils sont 

généralement découverts à un stade avancé. 

Selon la classification de l’OMS, les cancers colorectaux peuvent être divisé en 2 

groupes selon leur histologie : les adénocarcinomes ou « formes communes » et les formes 

histologiques particulières. 

 

1.1 . Les adénocarcinomes 

  

Dans 80 % des cas, les adénocarcinomes sont de type lieberkühnien, en fonction de 

leur degré de ressemblance avec les glandes de lieberkühn de la muqueuse colique normale. 

Ils peuvent être plus ou moins différenciés (bien, moyennement ou peu différencié). Souvent 

la tumeur comporte des territoires plus ou moins bien différenciés. Ainsi, pour la caractériser, 

le pathologiste doit prendre en compte l’aspect le plus indifférencié, mais en éliminant la zone 

d’invasion périphérique ainsi que les zones proches d’une ulcération. Ces tumeurs présentent 

souvent de vastes plages de nécroses riches en polynucléaires. 

Dans 10 % des cas, les adénocarcinomes sont de type mucineux ou colloïde muqueux. 

Dans cette forme, plus de 50 % de la surface de la coupe est constituée par de la mucine, ce 

qui leur donne un aspect gélatineux. Le pronostic des adénocarcinomes mucineux est un peu 

moins bon que celui des adénocarcinomes lieberkühnien. 

 

1.2 . Les formes histologiques particulières  

Dans cette catégorie, sont classés : les carcinomes en bague à chaton, les carcinomes 

épidermoïdes, les carcinomes adénosquameux et les carcinomes indifférenciés. 

Le carcinome en bague à chaton est une forme histologique pour laquelle plus de 50 % des 

cellules tumorales sont indépendantes et présentent une gouttelette de mucus 



Figure 2. Stadification des tumeurs colorectales.
Stade 0 : Le cancer ne touche que la première couche de la paroi interne du colon ou du
rectum, sans envahissement de l’ensemble de la paroi abdominale (Tis).
Stade I : Le cancer a traversé plusieurs couches de la paroi du colon etdu rectum
(T1 N0M0, T2 N0M0).
Stade II : Le cancer a franchi complètement la paroi du colon ou du rectum et peut se
propager aux tissus environnants (T3 N0M0, T4 N0M0).
Stade III : Le cancer a atteint les ganglions lymphatiques (Quel que soitle T, N1-N2-N3,
M0).
Stade IV : Présence de métastases à distance, généralement localisées au niveau du foie
ou des poumons (Quel que soit le T ou le N, M0).
(Correspondance avec la classification pTNM)
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intracytoplasmique. Cette forme est rarement primitive du colon et doit faire rechercher un 

éventuel carcinome gastrique à cellules en bague à chaton. Ce carcinome est généralement 

découvert à un stade avancé, diffuse dans le péritoine et dans les ganglions pelviens, mais ne 

donne qu’occasionnellement des métastases hépatiques. 

Les carcinomes épidermoïdes sont rares et constitués exclusivement de cellules 

malpighiennes. Ils sont de mauvais pronostic. 

Les carcinomes adénosquameux contiennent de nombreux foyers malpighiens. Leur 

pronostic est également moins bon que celui des adénocarcinomes. 

 

2 . Classification pathologique pTNM 

 

La classification TNM est recommandée par l’Union Internationale Contre le Cancer 

(UICC). Elle détermine l’extension tumorale au niveau de la tumeur primitive (T), des 

adénopathies régionales (N) et des métastases à distance (M).  

Le stade d’un cancer colorectal correspond donc à l’importance de son étendue, qui est 

définie en fonction de l’invasion tumorale dans la paroi intestinale, de l’atteinte des ganglions 

lymphatiques et de la présence de métastases (tableau III). Une fois définie l’atteinte de 

chaque élément, le pathologiste combine les résultats afin de déterminer le stade global du 

cancer (figure 2). 

 

Le stade TNM peut être regroupé en 5 grandes catégories : 

- Stade 0 : Carcinome in situ (non invasif) 

- Stade I : Invasion très localisée, sans métastase à distance 

- Stade II : Extension limitée localement et/ou atteinte ganglionnaire satellite minime 

- Stade III : Atteinte locale importante et/ou atteinte ganglionnaire satellite majeure 

- Stade IV : Tumeur avec métastase(s) 

 

Le stade de dissémination des tumeurs représente un facteur pronostique important auquel la 

survie des patients a pu être directement corrélée. Les chiffres actuels de survie à 5 ans sont 

ainsi de l’ordre de 80-95 % pour les patients atteints d’un cancer colorectal de stade I, de 

60-80 % pour les stades II, de 30-50 % pour les stades III et de 5 % pour les stades IV.
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Chapitre 4 : Prise en charge thérapeutique des cancers 

colorectaux 

 

La chirurgie constitue la base du traitement des cancers colorectaux. Sauf exception, la 

radiothérapie et la chimiothérapie ne constituent en la matière que des traitements adjuvants à 

la chirurgie.  

 

1 . La chirurgie 

 

L’intervention chirurgicale est un geste obligatoire pour le traitement des cancers 

colorectaux permettant l’exérèse de la tumeur et un curage ganglionnaire. L’intervention 

chirurgicale est le plus souvent une laparotomie médiane. Pour être suffisante, l’exérèse doit 

emporter au moins 5 cm de colon de part et d’autre des lésions cancéreuses. En fonction de la 

localisation tumorale, plusieurs interventions peuvent être réalisées : 

- une hémicolectomie,  

- une résection du colon transverse, 

- une recto-sigmoïdectomie. 

 

Pour la plupart des patients, les parties restantes du colon ou de l’intestin peuvent être 

réunies, ce qui permet un fonctionnement normal de l’intestin. Dans certains stades plus 

avancés, l’intestin ne peut pas être reconnecté et une colostomie est nécessaire. 

S'il y a découverte de métastases hépatiques pendant la chirurgie d'un cancer du colon, 

la résection peut être envisagée : de façon synchrone si l'exérèse apparaît facile, de façon 

métachrone en cas de métastases multiples. Des études récentes ont montré que la taille et le 

nombre de lésions avaient peu d'influence sur la survie après chirurgie. Certaines techniques 

comme l'échographie préopératoire, la chimiothérapie néoadjuvante (avant la chirurgie 

hépatique) ainsi que l'embolisation de la branche de la veine porte du segment atteint, la 

radiofréquence, permettent d'augmenter le nombre de patients opérables de leurs métastases et 

la précision du geste chirurgical. 

Il faut noter que sur 100 patients atteints de cancers colorectaux, 15 à 20 présentent 

des métastases hépatiques synchrones et 20 présenteront des métastases hépatiques 

métachrones dans les 5 ans suivant le diagnostic initial. La chirurgie des localisations 
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secondaires hépatiques constitue une stratégie curative permettant une guérison définitive 

dans 25 % des cas. 

 

Actuellement, la chirurgie par coelioscopie est une alternative assez fréquente à la 

chirurgie classique. Elle offre la même sécurité et améliore la qualité de vie des patients 

(réduction de la douleur post-opératoire, de la durée d’hospitalisation, cicatrices discrètes et 

risque réduits d’éventration). 

Dans le cas où la tumeur n’est pas résécable, le patient sera traité au moyen d’une 

chimiothérapie systémique, qui permet une amélioration sa qualité de cette vie et, dans 

certains cas, peut réduire les tumeurs jusqu’à ce qu’elles deviennent résécables. 

 

2 . La radiothérapie 

 

Dans le cadre des cancers du colon, la radiothérapie externe transcutanée présente une 

efficacité locale et régionale médiocre, et ne trouve d’indication que pour les formes 

tumorales T3/T4 présentant un risque substantiel de récidives locorégionales extraluminales 

qui sont systématiquement létales. 

A l’inverse les cancers du rectum présentent un risque substantiel de récidive 

locorégionale, notamment lorsque la tumeur siège dans la partie sous-péritonéale du rectum. 

La radiothérapie constitue alors le moyen le plus efficace de réduire ce risque qui atteint 10 à 

15 % pour les formes sous-péritonéales même après exérèse correcte du mésorectum. 

La dose habituelle administrée est de 45 à 55 Grays, sur 5 à 6 semaines, généralement en 

peropératoire pour éviter les complications classiques de l’irradiation. Cette dose est 

suffisante pour contrôler les micro-agrégats cellulaires métastatiques régionaux. Ainsi, le taux 

de récidives pelviennes diminue de moitié par rapport à la chirurgie seule. Cependant, la 

radiothérapie n’a pas d’impact sur la survie globale. 

Dans certains cas particuliers, la radiothérapie est utilisée de manière exclusive par voie 

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

lésions bien différenciées du bas rectum. 

Les effets secondaires de la radiothérapie sont variables selon les patients. Les plus 

fréquentes sont la rougeur de la peau, la cystite radique et les troubles de l’érection. 
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3 . La chimiothérapie 

 

L’objectif de ce traitement adjuvant est la prévention et/ou le traitement des 

micrométastases régionales et à distance. Les indications de la chimiothérapie dépendent des 

conditions générales propres au patient (âge, état général, pathologies associées) et des 

données pronostiques fournies par l’examen anatomopathologique. 

 

3.1 . Molécules anti-tumorales conventionnelles 

 

Le 5-fluoro-uracile ou 5FU a longtemps été la seule molécule active à la fois pour le 

traitement des cancers coliques métastatiques et pour les traitements adjuvants. Le 5FU est un 

inhibiteur de la thymidylate synthétase et donc de la synthèse de l’ADN. Il a ensuite été utilisé 

en combinaison avec des immuno-modulateurs qui permettent d’augmenter l’anabolisme du 

5FU, de favoriser son incorporation dans les acides nucléiques et donc de potentialiser son 

effet sur sa cible. 

Le 5FU est actuellement utilisé en association avec l’acide folinique, l’irinotécan 

(Campto®) ou l’oxaliplatine (Eloxatine®). De nombreuses combinaisons existent (Annexe III) 

afin de mieux adapter le traitement. Les combinaisons les plus fréquemment utilisées sont 

FOLFOX (5-FU, leucovorine, oxaliplatine) et FOLFIRI (5-FU, leucovorine, irinotécan), qui 

constituent le traitement standard des stades IV. Ces combinaisons sont également proposées 

pour le traitement des stades III. Ses principales complications sont d'ordre hématologique 

(neutropénie surtout), digestif (mucite ou diarrhée) et beaucoup plus rarement cardiaque 

(spasmes coronariens). 

La Capécitabine (Xeloda®), une prodrogue du 5FU, est plus active que le 5FU et 

engendre moins de neutropénies fébriles. En combinaison avec l’oxaliplatine, la capécitabine 

reste peu toxique et constitue le traitement standard des stades III, avec l’association 5FU – 

irinotécan.  

 

Pour les stades II, la chimiothérapie adjuvante est une option pour des patients 

présentant des caractéristiques histologiques péjoratives, mais elle n’est pas un standard. En 

effet, elle ne présente qu’un faible bénéfice sur la survie globale à 5 ans, de l’ordre de 2 à 5 %.  
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Dans le cas des cancers rectaux, l’efficacité de la chimiothérapie adjuvante post-

opératoire n’a pas été démontrée, ni en terme de prévention de l’évolution métastatique, ni en 

terme d’amélioration de la survie globale. Cependant, en association avec la radiothérapie, 

elle réduit les taux de récidives locales. 

 

3.2 . Thérapies ciblées 

 

De la même manière que pour les cancers broncho-pulmonaires, les thérapeutiques 

ciblées sont utilisées pour le traitement des cancers colorectaux. Ainsi, le bevacizumab 

(Avastin®), anticorps anti-facteur de croissance endothéliale (VEGF), ou le cetuximab 

(Erbitux®), anticorps anti-récepteur au facteur de croissance épithéliale (EGFR), qui étaient 

initialement utilisés pour le traitement des formes métastatiques, sont aujourd’hui testés dans 

différentes études en prescription adjuvante. 

Le bevacizumab est habituellement combiné avec une association de chimiothérapie 

(paclitaxel-carboplatine, par exemple). Ce traitement améliore la survie sans progression de 

39 % et le taux de réponse à la chimiothérapie de 70 %. 



Figure 3. Structure schématique des récepteurs de la famille HER.
La partie extracellulaire (~ 620 acides aminés) est composée de 4 domaines,
homologues 2 à 2, appelés L1 et L2 (domaines I et III, siège de la fixation
du ligand) et CR1 et CR2 (pourCystein Rich, domaines II 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 à 380 aa) qui peut être phosphorylé au niveau
de tyrosines (Y).
D’après Holbro et Hynes, 2004.
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Troisième partie : Du récepteur à l’EGF aux 

thérapies ciblées 
 

Chapitre 1 : Le récepteur au facteur de croissance épidermique 

(EGFR)  

1 . La famille de l’EGFR 

 

Le récepteur à l’EGF (EGFR), glycoprotéine transmembranaire de 170 kDaltons, est le 

prototype de la famille des récepteurs à tyrosine kinase. Cette famille HER (Human 

Epidermal growth factor Receptor), également nommée Erb-B (d’après leur analogie avec un 

oncogène d’un virus d’érythoblastose aviaire), comprend quatre membres : HER1 (EGFR ou 

Erb-B1,), HER2 (Erb-B2ou HER2/Neu), HER3 (Erb-B3) et HER4 (Erb-B4). Ces récepteurs 

jouent un rôle très important dans la croissance, la différenciation et le métabolisme cellulaire. 

 

1.1 . Structure des récepteurs 

 

L’ensemble des membres de la famille HER présente une grande homologie de 

structure primaire (40 à 50 %), se traduisant par une organisation structurale caractéristique 

(figure 3). Les récepteurs de cette famille possèdent donc des structures globales proches 

comprenant un domaine extracellulaire (~ 620 acides aminés) liant le ligand. Ce domaine 

extracellulaire est composé de 4 sous-domaines (I à IV) répétés 2 à 2, se succédant en 

alternance. Les domaines I et III sont très semblables et analogues à un domaine du récepteur 

de l’Insulin-like Growth Factor (IGF-1), un autre récepteur à activité tyrosine kinase. Ces 

deux domaines ont été identifiés comme étant le siège de la fixation du ligand, d’où leur 

dénomination L1 et L3. Les domaines II et IV sont eux, caractérisés par l’abondance en 

résidus cystéine, d’où leur appellation CR1 et CR2 (CR : Cystein-Rich). La région 

transmembranaire (23 acides aminés) est caractérisée par sa grande hydrophobicité, qui 

permet l’ancrage du récepteur dans la membrane plasmique. Le troisième domaine du 

récepteur est un domaine intracellulaire de 542 acides aminés. Il est composé d’un domaine 

juxtamembranaire (∼ 45 acides aminés) dont le rôle n’est pas entièrement élucidé, et d’un 

domaine à activité tyrosine kinase, dont la séquence est très conservée entre les quatre gènes 



Facteurs de croissance Récepteurs connus Récepteurs hétérodimérisés

EGF (Epidermal Growth Factor) EGFR HER 1+2, 1+3, 1+4

Amphiréguline (AR) EGFR HER 1+2, 1+3, 1+4

TGFα (Transforming Growth Factor 
alpha)

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

Epigène (EPG) EGFR HER 1+2, 2+4

ℜ-celluline (BTC) EGFR, HER4 HER 1+2, 2+4

HB-EGF (heparin-binding EGF) EGFR, HER4 HER 1+2, 1+3, 1+4, 2+4

Epiréguline (EPR) EGFR, HER4 HER 1+2, 2+4

Neurégulines (NRG)

(4 gènes, nombreuses isoformes)
HER3, HER4 HER 1+3, 1+4, 2+3, 2+4, 3+4

Récepteurs Ligands reconnus Année de découverte

EGFR (EGF receptor) = HER1 = ErbB1 Tous sauf NRG 1978, cloné en 1984

HER2= ErbB2 = neu(oncogène de rat) Aucun Cloné en 1985

HER3 = ErbB3 NRG 1et 2 Cloné en 1989

HER4 = ErbB4
BTC, HB-EGF, EPR, 

NRG1 à 4
Cloné en 1993

Tableau IV. Les facteurs de croissance analogues à l’EGF et leurs récepteurs.
D’après Holbro et Hynes, 2004.
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des récepteurs de la famille HER (59 à 81 % d’homologie). Ce domaine est également très 

conservé pour les tyrosines kinases solubles et les protéines- et lipides-kinases en général. Le 

segment régulateur C-terminal (230 à 380 acides aminés), riche en sites de phosphorylation, 

est très important pour la transduction du signal car l’activité du domaine tyrosine kinase 

nécessite la fixation d’un phosphore sur un des sites majeurs 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 mieux caractérisé et pour lequel de 

nombreux ligands ont été identifiés. Les ligands de type EGF sont classés en trois catégories 

selon leur sélectivité pour les récepteurs (tableau IV). Le premier groupe comprend les 

ligands se liant spécifiquement à l’EGFR : l’EGF (Epidermal Growth Factor), le TGF-α 

(Transforming Growth Factor-α), l’amphiréguline (AR) et l’épigène (EPG). Le second 

groupe comprend la β-celluline (BTC), l’HB-EGF (Heparine-Binding-EGF) et l’épiréguline 

(EPR), capables de se lier spécifiquement à l’EGFR et à HER4. Le troisième, composé des 

neurorégulines (NRGs), est divisé en deux sous-groupes selon qu’elles soient capables de se 

lier à HER3 et HER4 (NRG-1 et NRG-2) ou seulement à HER4 (NRG-3 et NRG-4) 

(Kochupurakkal et coll., 2005). 

 

Les récepteurs HER2 et HER3 présentent deux particularités : HER2 n’a pas de ligand 

connu, tandis que HER3 n’a pas de fonction tyrosine kinase (ou une très faible) et n’a 

d’activité biologique qu’en combinaison avec d’autres récepteurs de la famille HER (Citri et 

coll., 2003). Ces caractéristiques étonnantes pour des récepteurs les ont fait surnommer le 

« sourd » (HER2) et le « muet » (HER3). 

 

2 . Activation de l’EGFR et voies de signalisation 

 

Le principe général d’activation des récepteurs HER est lié à une dimérisation du 

récepteur en présence de son ligand. En effet, en l’absence de ligand, ces récepteurs sont sous 

la forme de monomères inactifs. La fixation d’un ligand va permettre l’association de deux 

monomères en un dimère actif. Ces dimères actifs peuvent être des homodimères, associant 

deux monomères identiques, ou des hétérodimères composés de deux monomères différents. 



Figure 4. Voies de signalisation contrôlée par l’activation de l’EGFR.
Tout d’abord, la fixation du ligand sur le récepteur va permettre l’association de deux monomères en
un dimère actif. Cette dimérisation du récepteur conduit ensuite à l’activation de l’activité tyrosine
kinase du domaine intracellulaire, qui se traduit par à une autophosphorylation du récepteur au
niveau de son extrêmité C-terminale Ce processus va se poursuivre par l’activation, via une
phosphorylation en cascade, de diverses voies de signalisation intracellulaire, en particulier la voie
RAS/MAPK, la voie phospatidylinositol-3-kinase/Akt (PI3K/Akt) et la voieSTAT. L’activation de
ces différentes voies initie la transcription d’évènements influençant l’apoptose, l’angiogenèse, la
motilité cellulaire, l’invasion, l’adhésion et la réparation.
D’après Ciardiello et coll., 2008.



                                        Revue bibliographique – Du récepteur à l’EGF aux thérapies ciblées 

 23

Une grande variété de signaux cellulaires résulte donc des nombreuses combinaisons entre les 

11 ligands et les 10 dimères possibles (tableau IV).  

Les dimères les plus actifs sont ceux comprenant HER2 qui, bien que ne possédant pas de 

ligand, va être activé lors de son association avec un autre membre de la famille HER. HER2 

constitue donc un partenaire privilégié pour la formation d’hétérodimères, même si sa 

surexpression dans certaines tumeurs peut entraîner la formation d’homodimères (Yarden et 

Sliwkowski, 2001). 

La dimérisation du récepteur conduit à l’activation de la tyrosine kinase intracellulaire, 

et se traduit par une autophosphorylation du récepteur au niveau de son extrémité C-terminale. 

Cette activation permet ensuite le recrutement de différents effecteurs possédant des motifs de 

reconnaissance pour ces phosphotyrosines : domaines SH2 (Src Homology domain 2) et PTB 

(PhosphoTyrosine Binding). Ce processus va se poursuivre par l’activation, via une 

phosphorylation en cascade, de diverses voies de signalisation intracellulaire. En particulier, 

les récepteurs HER présentent de fortes interactions avec la voie RAS/MAPK, la voie 

phospatidylinositol-3-kinase/Akt (PI3K/Akt) et la voie STAT. La voie MAP-kinase (Mitogen 

Activated Protein Kinase) stimule la synthèse de nombreux facteurs de transcription. Cette 

voie est essentielle dans la prolifération et la différenciation cellulaire. La voie PI3-kinase 

joue un rôle dans le contrôle des voies anti-apoptotiques par activation de la protéine kinase 

Akt. Enfin, la voie de STAT3 est impliquée dans la prolifération, l’apoptose et l’angiogenèse. 

L’activation de ces voies initie donc la transcription d’évènements influençant l’apoptose, 

l’angiogenèse, la motilité cellulaire, l’invasion, l’adhésion et la réparation (Figure 4) (Prenzel 

et coll., 2001). Les récepteurs HER possèdent des sites de phosphorylation sur différentes 

tyrosines, expliquant la diversité des voies de signalisation activées en fonction des ligands et 

des partenaires associés dans les dimères (Holbro et Hynes, 2004 ; Yarden et Sliwkowski, 

2001). 

D’autre part, la détermination de la voie de signalisation engagée, dépend également 

de la durée d’activation du récepteur. Dans le cas de l’EGFR, l’internalisation et l’adressage 

vers l’endosome semble être le principal moyen d’interrompre le signal, ce qui n’est pas le cas 

pour les autres récepteurs de la famille HER. Ces deux phénomènes sont contrôlés par le 

recrutement d’une ubiquitine ligase, le protéine Cbl, par le récepteur activé, ce qui induit 

l’ubiquitination du récepteur et sa dégradation. Lorsque EGFR forme un dimère avec HER2, 

son ubiquitination est réduite et les hétérodimères sont internalisés et dégradés plus lentement, 

potentialisant les effets prolifératifs. L’intervention de phosphatases doit également intervenir 
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dans la régulation négative des récepteurs HER, mais ce phénomène est encore peu 

caractérisé. 

 

3 . Les fonctions de l’EGFR 

3.1 . Rôle physiologique de l’EGFR 

  

L’activation des voies de signalisation par l’EGFR, et les récepteurs HER en général, 

participe à la prolifération, à la migration, à la différenciation et au contrôle du métabolisme 

de nombreux types cellulaires. Un effet anti-apoptotique leur est également attribué. 

Au cours de la vie, l’EGF et son récepteur sont impliqués dans le développement et le 

maintien des épithéliums, notamment au niveau de la peau, des intestins, du foie, des 

poumons, des glandes mammaires. Des expériences d’inactivation de gènes chez la souris ont 

permis de découvrir son implication dans la différenciation et la prolifération cellulaire au 

cours du développement embryonnaire et son importance pour la physiologie chez l’adulte. 

Ainsi, des souris knock-out (KO) pour le gène de l’EGFR présentent un retard du 

développement embryonnaire et un taux de mortalité élevé. La majorité des nouveaux-nés 

décèdent avant 8 jours, présentant de nombreux signes de prématurité, de dysfonctionnements 

cérébraux et des anomalies épithéliales variées au niveau de la peau, des poumons, des reins 

ou du tractus gastro-intestinal (Sibilia et Wagner, 1995 ; Threadgill et coll., 1995 ; Miettinen 

et coll., 1995). 

 

3.2 . Implication de l’EGFR dans la carcinogenèse 

 

L’implication de la voie EGFR dans la carcinogenèse a été mise en évidence à partir 

de modèles de tumeurs induites par des virus (Menzo et coll., 1993 ; Miller et coll., 1995 ; 

Straight et coll., 1995). 

Historiquement, l’EGFR a été un des premiers proto-oncogènes cellulaires humains 

identifiés (Ushiro et Cohen, 1980), et le premier proto-oncogène membranaire à activité 

tyrosine kinase directement impliqué dans la carcinogenèse humaine (Gschwind et coll., 

2004). 

 

 



Type tumoral
Pourcentage des tumeurs 

présentant une surexpression

Gliomes 86 à 92 %

Voies aéro-digestives supérieures 47 %

Sein 37 %

Cancers bronchiques non à 
petites cellules

40 à 81 %

Estomac 33 à 81 %

Pancréas 30 à 50 %

Colon / Rectum 25 à 100 %

Ovaire 35 à 70 %

Prostate 40 à 89 %

Tableau V. Niveau d’expression des récepteurs HER dans les
tumeurs humaines.tumeurs humaines.
Le pourcentage est déterminé par immunohistochimie.
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L’hyperactivation de la voie EGFR dans les tumeurs peut être due à différents mécanismes 

(Gschwind et coll., 2004 ; Holbro et coll., 2003) : 

- la surexpression du récepteur lui-même (en partie seulement liée à l’amplification du 

gène), qui est retrouvée dans un grand nombre de localisations tumorales (cancers de 

la tête et du cou, du poumon, du colon, du pancréas, du rein, etc.), 

- la surexpression des ligands (essentiellement l’EGF et le TGF-α). Ces ligands sont 

produits par la tumeur elle-même et activent l’EGFR de manière constitutive 

(Salomon et coll., 1995). 

- l’activation intrinsèque du récepteur indépendante du ligand (mutations activatrices de 

l’EGFR). La mutation activatrice la plus fréquemment observée est une délétion d’une 

partie du domaine extracellulaire de l’EGFR, appelé type III (EGFRvIII). Elle est 

commune dans les glioblastomes (Ekstrand et coll., 1992), et est également exprimée 

dans les carcinomes du rein, du sein et du poumon (Moscatello et coll., 1995) 

 

Les effets de l’activation de la voie de l’EGFR sur les cellules tumorales sont 

multiples et convergent vers une augmentation de la croissance cellulaire en favorisant la 

prolifération et en diminuant les mécanismes d’apoptose mais aussi en stimulant 

l’angiogenèse et les processus d’invasion tumorale. 

La surexpression des récepteurs HER est présente dans de nombreux types tumoraux et 

varient selon les tumeurs. En particulier l’EGFR est surexprimé dans les cancers colorectaux, 

les cancers ORL ou les cancers broncho-pulmonaires (tableau V). 

Enfin, il a été décrit que la progression tumorale était plus agressive chez les patients dont les 

tumeurs présentent des altérations de la signalisation de l’EGFR. De plus, ces modifications 

sont généralement associées à un mauvais pronostic (Nicholson et coll., 2001 ; Hynes et Lane, 

2005 ; Krause et Van Etten, 2005). 

 

 3.2.1 . Rôle de l’EGFR dans la carcinogenèse pulmonaire 

 

L’EGFR est exprimé à la fois dans le poumon sain et dans les carcinomes pulmonaires. 

Il est exprimé dans tous les types histologiques de carcinomes pulmonaires, et plus 

particulièrement, il est surexprimé dans 40 à 80 % des CBNPC et dans presque 100 % des cas 

de carcinomes. Entre 20 et 50 % des CBNPC sont caractérisés par un gain du nombre de 

copies du gène EGFR. La surexpression de l’EGFR est corrélée avec une tumeur faiblement 
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différenciée, ayant un fort pouvoir de prolifération et un fort pouvoir métastatique. Ainsi les 

CBNPC surexprimant l’EGFR sont de mauvais pronostic (Salomon et coll., 1995). 

De plus, nombre de ces tumeurs sont indépendantes vis-à-vis des facteurs de 

croissance présents dans l’environnement tumoral, car elles sont capables de secréter les 

ligands de l’EGFR tels l’EGF, l’amphiréguline ou l’HB-EGF de manière autocrine. Ainsi un 

signal constitutif de prolifération cellulaire est induit par la stimulation continue et autonome 

de l’EGFR (Salomon et coll., 1995, Pollard et coll., 2004). Enfin, des mutations activatrices 

du domaine tyrosine kinase sont décrites (Lynch et coll., 2004 ; Paez et coll., 2004). Elles 

activent l’EGFR de manière constitutive et permanente. 

 

  3.2.2 . Rôle de l’EGFR dans la carcinogenèse colorectale 

 

Le récepteur à l’EGF apparaît comme un élément clé de la carcinogenèse colorectale, 

à la fois par son fort niveau d’expression et par les phénomènes qu’il régule via les voies de 

signalisation. L’activation oncogénique de l’EGFR dans les tumeurs du colon et du rectum 

passe par de nombreux mécanismes : 

- l’augmentation de l’expression, caractérisée par une augmentation du nombre de 

récepteurs à la surface des cellules. Ce phénomène peut lui-même résulter d’une 

amplification génique, d’une augmentation de l’activité transcriptionnelle ou d’une 

stabilisation accrue du récepteur. L’EGFR est surexprimé dans 65 à 75 % ces cancers 

colorectaux (Goldstein et Armin, 2001),  

- les mutations entraînant la synthèse d’un récepteur ayant perdu le domaine 

extracellulaire et rendu constitutionnellement actif (variant activé EGFRvIII) sont 

assez fréquentes dans les carcinomes colorectaux (Moscatello et coll., 1998). Les 

mutations du domaine intracellulaire, telles qu’elles ont pu être identifiées dans les 

cancers broncho-pulmonaires, semblent par contre un évènement rare voire inexistant 

dans les tumeurs colorectales (Nagahara et coll., 2005 ; Lee et coll., 2005), 

- la présence en grande quantité de TGF-α dans les tumeurs colorectales est responsable 

d’une boucle autocrine d’activation continue de l’EGFR, induisant une activation anti-

apoptotique et favorisant la perte de l’ancrage de la cellule à la matrice extracellulaire 

(Karnes et coll., 1998). 

Au vue des différentes implications de l’EGFR dans les carcinogenèses broncho-pulmonaires 

et colorectales, ce récepteur constitue donc une cible de choix pour le développement de 

nouvelles thérapeutiques moléculaires ciblant l’EGFR. 



Caractéristiques Anticorps monoclonaux Inhibiteurs de tyrosine kinase

Voie d’administration Voie intraveineuse (généralementchaque
semaine, ou toutes les deux semaines)

Voie orale (généralement, prise
quotidienne)

Structure Immunoglobulines recombinantes (150-
180 kD)

Composés de faible poids moléculaire
(400-600 kD)

Sélectivité pour la cible Exclusivement spécifiques del’EGFR Relativement spécifiques de l’EGFR

Inhibition de l’EGFR uniquement ou de
tous les récepteurs de la famille de
l’EGFR

Certains TKIs de l’EGFR peuvent
également inhiber le VEGF

Mécanismes d’interférence 
avec l’activation de l’EGFR

Fixation à la partie extracellulaire du
récepteur, empêchant la fixation du ligand
et la dimérisation du récepteur

Fixation à la partie intracellulaire du
récepteur, au niveau du domaine tyrosine
kinase ; entre en compétition avec l’ATP
et inhibe l’autophosphorylation du
récepteur. Fixation réversible ; des
inhibiteurs irréversibles sont en cours de
développement clinique

Effets cellulaires de 
l’inhibition de l’EGFR

Inhibe la prolifération cellulaire (arrêt en
phase G1), la production de VEGF,
l’angiogenèse et l’invasion cellulaire.

Potentialise l’activité des drogues
cytotoxiqueset dela radiothérapie

Inhibe la prolifération cellulaire (arrêt en
phase G0-G1), la production de VEGF,
l’angiogenèse et l’invasion cellulaire.

Potentialise l’activité des drogues
cytotoxiqueset dela radiothérapiecytotoxiqueset dela radiothérapie cytotoxiqueset dela radiothérapie

Induction de l’internalisation, 
de la régulation et de la 
dégradation de l’EGFR

Oui Non (bien que les TKIs de l’EGFR
puissent induire la dégradation et la
régulation de l’EGFR)

Inhibition de la signalisation 
intracellulaire dépendante de 
l’EGFR

Oui Oui

Activité sur les protéines 
EGFR mutées

Probablement, pour les mutations du
domaine tyrosine kinase, malgré la
fixation des anticorps monoclonaux au
niveau extracellulaire

Pas complètement connu pour les
mutations du domaine extracellulaire du
récepteur

Oui - pour les mutations du domaine
tyrosine kinase (délétion des codons 746-
750 de l’exon 19 et mutation L858R de
l’exon 21), qui permettent une fixation de
haute affinité avec les TKIs (erlotinib et
gefitinib)

Non - pour les mutations de résistance
acquises (T790M de l’exon 20)

Activation de la réponse 
immunitaire 

Oui – la cytotoxicité dépendante des
anticorps contribue à l’activité anti-
tumorale des anticorps monoclonaux anti-
EGFR, comme le cetuximab ; cette
cytotoxicité n’a pas été rapportée avec le
panitumumab

Non

Tableau VI. Caractéristiques fonctionnelles et pharmacologiques des inhibiteurs de l’EGFR.
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Chapitre 2 : Les thérapeutiques ciblant l’EGFR 

 

Actuellement, les thérapeutiques ciblées utilisées en cancérologie font principalement 

appel à deux grandes catégories de molécules, les anticorps monoclonaux et les inhibiteurs de 

tyrosine kinase (TKI) (Modi et Seidman, 2002). Le ciblage du récepteur au facteur de 

croissance épidermique représente une des avancées les plus prometteuses sur le plan clinique 

(Artaega, 2001 ; Baselga, 2001 ; Ciardiella et Tortora, 2008 pour revues) (tableau VI). Parmi 

les produits ciblant l’EGFR, les agents les mieux connus et les plus avancés du point de vue 

clinique sont, pour les anticorps monoclonaux : le cetuximab (Erbitux®) et le panitumumab 

(Vectibix®), et pour les TKIs : le gefitinib (Iressa®) et l’erlotinib (Tarceva®). 

 

 

1 . Les anticorps monoclonaux 

 

Les premiers anticorps monoclonaux spécifiques de l’EGFR ont été isolés, il a y une 

vingtaine d’années, à partir de récepteurs partiellement purifiés (Sato et coll., 1983 ; Schreiber 

et coll., 1981). Les anticorps monoclonaux dirigés contre l’EGFR se lient spécifiquement au 

domaine extracellulaire et entrent en compétition avec la fixation du ligand. Ceci entraînant 

un blocage de la dimérisation et de l’autophosphorylation et par conséquent une inhibition des 

voies de transduction du signal. Ces anticorps reconnaissent exclusivement l’EGFR et 

possèdent une très grande sélectivité pour ce récepteur. 

Les mécanismes d’action, les effets pharmacologiques et les spectres d’activité des 

anticorps monoclonaux anti-EGFR et des inhibiteurs de tyrosine kinase de l’EGFR ne sont 

pas complètement élucidés et présentent certaines de leurs différences peuvent être 

cliniquement pertinentes (tableau VI). Les anticorps monoclonaux, et plus particulièrement le 

cetuximab, peuvent susciter une réponse immune anti-tumorale de l’hôte, impliquant une 

cytotoxicité à médiation cellulaire, dépendante de l’anticorps (Figure 5). En outre, ils peuvent 

également induire l’internalisation de l’EGFR et réguler sa dégradation (Figure 5). Ces deux 

mécanismes semblent contribuer de manière importante à l’activité anti-tumorale des 

anticorps. Enfin, leur pharmacocinétique est beaucoup moins sujette à la forte variété 

interindividuelle. 

 



Figure 5. Mécanismes d’action des anticorps monoclonaux anti-EGFR sur les cellules
tumorales.
Le cetuximab(anticorpsmonoclonalanti-EGFR),qui estuneimmunoglobulineIgG1, peutsusciter

BA

Le cetuximab(anticorpsmonoclonalanti-EGFR),qui estuneimmunoglobulineIgG1, peutsusciter
la réponse immune anti-tumorale de l’hôte, impliquant une cytotoxicité à médiation cellulaire,
dépendante de l’anticorps (partie A). De plus, les anticorps monoclonaux anti-EGFR peuvent
induire l’internalisation de l’EGFR et sa diminution, régulant ainsi la dégradation du récepteur
(partie B). Ces deux mécanismes semblent contribuer de manière importanteà l’activité anti-
tumorale des anticorps anti-EGFR.
D’après Ciardiello et coll., 2008.

Anticorps Caractéristique Tumeurs candidates
Stade de 

développement

Cetuximab

(Erbitux®)
Chimérique

Colon, VADS, Pancréas, 
CBNPC

Commercialisé

Panitumumab 
(Vectibix®)

Humain Colon Commercialisé

Matuzumab 
(EMD-7200)

Humanisé
VADS, Colon, Ovaire, Col 
de l’utérus

Phase II

h-R3 Humanisé VADS Phase II

Tableau VII. Principaux anticorps monoclonaux et leur stade de développement
clinique.
CBNPC : Carcinome Bronchique Non à Petites Cellules ; VADS : Voies Aéro-Digestives
Supérieures
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Actuellement différents anticorps monoclonaux sont utilisés ou en cours de 

développement (tableau VII). Certains ont déjà montré leur activité clinique sur de 

nombreuses tumeurs solides, incluant les cancers colorectaux et les CBNPC. Ils sont tous 

administrés par voie intraveineuse. Seuls le cetuximab et le panitumumab seront présentés. 

  

1.1 . Le cetuximab 

 

Le cetuximab (Erbitux®) est un anticorps monoclonal chimérique (humain/murin) 

IgG1 se liant spécifiquement au domaine extracellulaire de l’EGFR. Il présent une affinité et 

une spécificité pour le récepteur de l’EGF supérieures à celles des ligands naturels EGF et 

TGF-α. 

Les nombreuses études précliniques ont permis de préciser le mécanisme d’action des 

anticorps anti-EGFR. Ainsi, in vitro, le cetuximab présente une activité cytostatique sur les 

lignées cellulaires (Overholser et coll., 2000). Les études sur des modèles de xénogreffe ont 

mis en évidence une activité supérieure in vivo par rapport à l’activité attendue d’après les 

résultats obtenus in vitro. Cette différence d’activité, qui n’est pas observée avec les 

inhibiteurs de tyrosine kinase, pourrait s’expliquer par des mécanismes hôte-dépendants, 

notamment par les phénomènes de cytotoxicité anticorps et/ou complément-dépendante 

(figure 5) (Carter, 2001). Le cetuximab est également capable d’induire l’internalisation de 

l’EGFR et sa dégradation (Lilenbaum, 2006a). Les modèles précliniques ont également mis 

en évidence une synergie avec la chimiothérapie et les radiations ionisantes (Ciardello et coll., 

1999 ; Prewett et coll., 2002 ; Bonner et coll., 2000). 

Initialement, le développement clinique du cetuximab a été focalisé sur la prise en 

charge des cancers colorectaux métastatiques, en association avec une chimiothérapie. 

L’étude de phase II, associant le cetuximab à l’irinotécan, a montré un taux de réponse 

supérieure par rapport à l’irinotécan utilisé en monothérapie chez des patients considérés 

comme résistant à l’irinotécan (Saltz et coll., 2004). Ces résultats ont été confirmés par une 

étude randomisée de phase III, comparant la combinaison cetuximab-irinotécan au cetuximab 

en monothérapie. L’association permet d’obtenir un taux de réponse significativement 

supérieur (22,9 % versus 10,8 %), ainsi qu’une augmentation de la survie médiane sans 

progression. Cependant, la survie globale n’est pas significativement différente (Cunningham 

et coll., 2004). 

Ces données ont aboutit, en 2004, à l’obtention d’un agrément aux Etats-Unis du 

cetuximab pour le traitement des patients atteints de cancers colorectaux métastatiques 
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réfractaires au traitement par irinotécan, en association avec l’irinotécan, ou seul pour le 

traitement des patients ne tolérant pas l’irinotécan. 

Une étude récente de phase III comparait la combinaison cetuximab-irinotécan versus 

irinotécan en seconde ligne de traitement pour le traitement des patients non répondeurs à une 

chimiothérapie à base d’oxaliplatine. Les résultats montrent que l’association cetuximab-

irinotécan est significativement plus efficace que l’irinotécan utilisé en monothérapie, à la fois 

en terme de taux de réponse, d’augmentation de la survie sans progression et d’amélioration 

de la qualité de vie (Eng et coll., 2007). 

Actuellement, le cetuximab est utilisé en 1ère ligne de chimiothérapie, en association 

avec d’autres drogues anti-tumorales, telles que l’oxaliplatine ou le 5FU, (Folprecht et coll., 

2006 ; Tabernero et coll., 2007 ; Van Cutsem et coll., 2007), pour le traitement des patients 

atteints de cancers colorectaux métastatiques exprimant l’EGFR et exprimant KRAS non muté 

(type sauvage). L’association du cetuximab avec le bevacizumab (anticorps monoclonal anti-

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

 

Le cetuximab est également indiqué dans les carcinomes de la tête et du cou 

localement avancés en association avec la radiothérapie (Bonner et coll., 2006). Cette 

association prolonge significativement la durée de vie sans progression, la durée du contrôle 

locorégional de la tumeur et la survie. Des résultats similaires sont obtenus dans les essais 

évaluant l’association cetuximab-cisplatine ou cetuximab-5FU (Vermorken et coll., 2007). 

 

Enfin, cet anticorps a fait l’objet de nombreuses investigations dans le CBNPC. En 

1ère ligne, il existe des résultats de phase II relativement encourageants. Ainsi l’essai de phase 

II randomisé (Rosell et coll, 2004), comparant en 1ère ligne thérapeutique l’utilisation d’une 

chimiothérapie par cisplatine et vinorelbine associée ou non au cetuximab, a montré une 

amélioration du taux de réponse chez les patients traités par cetuximab (31,7 % versus 20 %). 

Les résultats de l’essai de phase III, cisplatine-vinorelbine versus cisplatine-vinorelbine plus 

cetuximab chez des patients atteints de CBNPC avec une surexpression de l’EGFR (étude 

FLEX) sont actuellement attendus. Deux autres essais d’utilisation du cetuximab dans la prise 

en charge de 1ère ligne des CBNPC, en association avec une chimiothérapie gemcitabine/sels 

de platine (étude randomisée de phase II) (Butts et coll., 2007) ou carboplatine/paclitaxel ou 

docétaxel (essai de phase III) se sont avérés négatifs (Lynch et coll., 2007). 

Les essais évaluant l’utilisation du cetuximab en seconde ligne de traitement, seul ou 

en association avec une chimiothérapie, sont également décevants (Hanna et coll., 2006). 



Figure 6. Mécanismes d’action des molécules anti-EGFR sur
les cellules tumorales.
Les anticorps monoclonaux se lient domaine extracellulaire de
l’EGFR et bloquent la liaison du ligand et l’activation du
récepteur. Les petites molécules, inhibitrices de tyrosine
kinase(TKIs) de l’EGFR, entrent en compétition avec l’ATP pour
la liaison au niveau du domaine tyrosine kinase intracellulaire, et
bloquent l’autophosphorylation et de la signalisation située en
aval.
D’après Ciardiello et coll., 2008.
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Cependant, l’association du cetuximab avec la radiothérapie semble prometteuse dans les 

stades localement avancés. 

 

1.2 . Le panitumumab 

 

Le panitumumab (Vectibix®) est un anticorps complètement humanisé IgG2 de haute 

affinité pour l’EGFR. Il est actuellement indiqué en monothérapie pour le traitement des 

patients atteints de cancers colorectaux métastatiques exprimant l’EGFR et exprimant KRAS 

non muté (type sauvage), après échec des protocoles de chimiothérapies à base d’oxaliplatine 

et d’irinotécan (Wu et coll., 2008).  

Il existe actuellement peu de données sur l’efficacité de cette molécule dans le 

traitement des CBNPC. Les résultats d’une étude de phase II randomisée comparant 

l’association taxol-carboplatine associé ou non au panitumumab en 1ère ligne thérapeutique 

sont attendus avec intérêt (Crawford et coll., 2004).  

 

1.3 . Tolérance aux anticorps monoclonaux anti-EGFR 

 

Les anticorps monoclonaux anti-EGFR présentent un profil de tolérance tout à fait 

acceptable. Les toxicités sont essentiellement cutanées (80 %) (rash cutané, stomatite) et 

digestives (diarrhées, nausées, vomissements). Plus rarement, des réactions anaphylactiques 

peuvent apparaître chez 5 % des patients lors de la première administration. Une 

prémédication par un  antihistaminique est donc recommandée. Une réaction majeure peut 

entraîner la diminution de doses, voire un arrêt du traitement, bien qu’elle soit généralement 

corrélée à une efficacité thérapeutique sur le cancer lui-même. 

 

2 . Les inhibiteurs de tyrosine kinase (TKIs) 

 

La cible principale des inhibiteurs de tyrosine kinase (TKIs) est le site de fixation de 

l’ATP, partenaire clé dans la phosphorylation et donc dans l’activation du récepteur à activité 

tyrosine kinase. Les TKIs empêchent la fixation de l’ATP sur la tyrosine kinase, en entrant en 

compétition pour son site de fixation, inhibant alors l’activité de phosphorylation (figure 6) 

(Ciardella et coll., 2001 ; Noonberg et Benz, 2000). En pratique, la spécificité des TKIs de 

l’EGFR n’est pas absolue, car près d’une centaine de tyrosine-kinases intracellulaires peuvent 



Figure 7. Structures chimiques des inhibiteurs de tyrosines kinase de l’EGFR.
Le noyau quinazoline est représenté en rouge
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être ciblées par leur poche ATP (Krause et Van Etten, 2005). Pour certaines molécules, cette 

réactivité croisée peut être considérée comme une voie d’action supplémentaire, notamment 

en inhibant les autres récepteurs de la famille HER (inhibiteurs dit pan-HER ou mutli-HER). 

D’autre part, l’action des TKIs n’est pas complètement établie : l’action des TKIs est-elle 

limitée à l’inhibition de l’activité enzymatique ou y a-t-il interaction avec les processus 

d’internalisation et de dégradation du récepteur ? 

 

Parmi tous les pharmacophores identifiés lors du développement des TKIs de l’EGFR 

la classe des anilinoquinazolines est aujourd’hui la mieux représentée au niveau des activités 

observées dans différents essais cliniques. En effet, in vitro le noyau quinazoline est capable 

d’inhiber l’activité tyrosine kinase de l’EGFR de manière importante et ainsi d’inhiber la 

prolifération cellulaire induite par l’EGFR (Ward et coll., 2004). L’étude des relations 

structure-activité du noyau quinazoline et sa substitution par différents groupements, 

améliorant les propriétés physico-chimiques et réduisant l’instabilité métabolique, ont conduit 

au développement de deux molécules, le gefitinib et l’erlotinib (figure 7), actuellement 

utilisées en clinique (administration par voie orale). In vitro et in vivo, ces composés inhibent 

l’autophosphorylation et la cascade de signaux intracellulaires, de manière dose dépendante. 

Les études précliniques ont mis en évidence leur action cytotoxique en monothérapie sur de 

nombreuses lignées tumorales humaines ainsi que leur synergie d’action avec les agents de 

chimiothérapie conventionnels (notamment les sels de platine, les anthracyclines et les 

taxanes) et les radiations ionisantes. 

 

2.1 . Le gefitinib 

 

Le gefitinib (ZD1839, Iressa®) a été le premier TKI réversible de l’EGFR a avoir été 

évalué en essai clinique. Deux essais de phase II ont montré une activité clinique anti-

tumorale importante du gefitinib chez des patients atteints de CBNPC, ne répondant pas à une 

ou plusieurs lignes de chimiothérapies (à base de sels de platine et de docétaxel). Il s’agit des 

études IDEAL 1 (gefitinib utilisé en 2ème et 3ème ligne de chimiothérapie) (Fukuoka et coll., 

2003) et IDEAL 2 (gefinitib en 3ème ligne de chimiothérapie) (Kris et coll., 2003). Dans ces 

essais, le gefitinib présente une amélioration de réponse objective et de la survie médiane, 

ainsi qu’un meilleur profil de toxicité comparé aux chimiothérapies. En 2003, ces données ont 

permis l’obtention d’un agrément aux Etats-Unis pour l’utilisation du gefitinib dans le 
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traitement de 3ème ligne des patients atteints de CBNPC de stade avancé en progression après 

échec de la chimiothérapie (sels de platine et docétaxel). 

Cependant, l’étude randomisée de phase III ISEL (Iressa Survival Evaluation in Lung cancer) 

qui comparait, chez des patients atteints de CBNPC de stade avancé, le gefinitib en 2ème ou 

3ème ligne de traitement à des soins de support a échoué dans la démonstration que le gefitinib 

améliorait la survie des patients (Thatcher et coll., 2005). Aucune différence, de survie 

médiane ou d’amélioration du taux de survie à un an, est observée chez les patients traités par 

gefitinib versus placebo. Cependant, les analyses planifiées en sous-groupes ont montré que le 

traitement par gefitinib est associé à une amélioration de la survie chez les femmes, les 

individus non fumeurs, les patients porteurs d’adénocarcinomes et les patients asiatiques. 

Deux autres études de phase III ont également démontré que l’association du gefitinib à une 

chimiothérapie en première ligne de traitement des CBNPC n’apportait pas de bénéfice sur la 

survie. Le traitement combiné est en outre associé à une toxicité accrue des TKIs (Herbst et 

coll., 2004 ; Giaccone et coll., 2004). Aux Etats-Unis et en Europe, les indications sont donc 

réduites aux patients participant à des essais cliniques ou répondeurs en cours de traitement. 

Malgré ces résultats décevants, le gefitinib est toujours en cours d’évaluation dans différents 

types de stratégies. En France, il est en cours d’évaluation dans deux essais de phase II. Le 

premier essai évalue l’intérêt de l’association du gefitinib à la radiothérapie post-opératoire et 

au cisplatine dans les carcinomes des voies aéro-digestives supérieures. Le second compare 

trois chimiothérapies, par gefitinib ou par gemcitabine ou par docétaxel, chez des patients 

fragilisés ayant un CBNPC de stade IV ou IIIB non accessible à un traitement par 

radiothérapie. A ce jour, les inclusions des patients sont terminées et les résultats sont à 

paraître. Au niveau mondial, une vingtaine d’essais cliniques (d’après clinicaltrials.gov, 2008) 

évaluent le gefitinib pour le traitement des CBNPC. Il faudra toutefois attendre quelques 

années pour préciser la place du gefitinib pour le traitement de ces cancers. Cependant, le 

gefitinib est toujours commercialisé en Asie, suite à son agrément obtenu au Japon en 2002, 

car son efficacité a été montrée pour certains sous-groupes de patients, et plus 

particulièrement les patients d’origine asiatique. 

 

Dans le traitement des cancers colorectaux, l’évaluation de l’utilisation du gefitinib est 

beaucoup moins avancée. Les études précliniques précoces en monothérapie n’ont pas mis en 

évidence d’activité anti-tumorale du gefitinib sur les tumeurs colorectales (Mackenzie et coll., 

2005). Actuellement, des travaux sont en cours pour définir la place du gefitinib en 

association à la chimiothérapie (Fisher et coll., 2004). 
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A ce jour, l’utilisation du gefitinib est évaluée dans de nombreuses pathologies 

tumorales dans lesquelles l’EGFR joue son rôle d’oncogène. Ainsi, plus de 200 essais 

cliniques basés sur l’administration du gefitinib, toutes pathologies et stades tumoraux 

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

 

2.2 . L’erlotinib 

 

L’erlotinib (OSI-774, Tarceva®) est le second TKI réversible de l’EGFR à avoir été 

développé suite aux résultats obtenus avec de gefitinib. Après un essai de phase II en 2ème ou 

3ème ligne de traitement des CBNPC avancé ou métastatique ayant montré un taux de réponse  

similaire à celui observé avec le gefitinib (Perez-Soler et coll., 2004), l’erlotinib a fait l’objet 

d’un essai randomisé de phase III (BR21). Cette étude a évalué l’erlotinib en monothérapie 

versus placebo, en 2ème ou 3ème ligne de traitement des CBNPC, après échec de la 

chimiothérapie conventionnelle (Shepherd et coll., 2005). La survie médiane et la survie à un 

an étaient significativement plus importantes dans le bras erlotinib (6,7 mois et 31 %) par 

rapport au bras placebo (4,7 mois et 21 %), conduisant à une réduction significative de la 

probabilité de décès. Ces données ont conduit à l’enregistrement aux Etats-Unis (2004) et en 

Europe (2005) de l’erlotinib pour le traitement en 2ème ou 3ème ligne des CBNPC 

chimiorésistants. Comme le gefitinib, l’erlotinib a été évalué en première ligne. Les résultats 

obtenus sont comparables à ceux observés avec une chimiothérapie à base de sels de platine 

(survie médiane de 10,5 à 13 mois et taux de réponse de 12 à 23 %). Cependant le profil de 

toxicité est beaucoup plus favorable à l’erlotinib (Giaccone et coll., 2006 ; Akerly et coll., 

2006). Enfin, une étude récemment présentée par Lilenbaum et coll. (2006b), comparant 

l’erlotinib à l’association carboplatine-paclitaxel, n’a pas montré de supériorité de l’erlotinib 

par rapport à la chimiothérapie. Ce qui confirme qu’en première ligne, un doublet à base de 

sels de platine est supérieur à l’erlotinib, tout au moins dans le cadre d’une population non 

sélectionnée. En revanche, des résultats bien meilleurs que ceux observés avec les 

associations classiques de cytotoxiques, ont été rapportés dans le cadre d’études incluant des 

patients sélectionnés sur la base de facteurs moléculaires prédictifs de la réponse aux 

inhibiteurs du gène EGFR. 
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1.3 . Tolérance aux TKIs 

 

La tolérance des TKIs de l’EGFR est relativement bonne (Shah et coll., 2005). Il 

n’existe pas de toxicité limitante et le profil de toxicité est très différent de celui des 

chimiothérapies. Les toxicités sont essentiellement cutanées (rash : 45 à 75 %, stomatite : 

17 % ; oculaire : 27 %), digestives (diarrhées : 45 à 54 % ; nausées : 15 à 33 % ; 

vomissements : 10 à 23 % ; anorexie : 7 à 52 %) ; les taux les plus bas étant observés chez les 

malades recevant le gefitinib. Des pneumopathies toxiques au gefitinib ont été observées avec 

une incidence de 0,35 % des malades hors Japon et un risque de décès de 0,06 %. Des 

leucémies ont été observées avec une incidence de 0,8 pour 100 000, sans pour le moment 

d’imputabilité démontrée. Un risque de mauvaise absorption digestive peut survenir avec des 

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

de la réponse ou de la résistance aux thérapies 

ciblées de l’EGFR 
 

Chapitre 1 : Les mutations de l’EGFR 

  

Une association entre mutations somatiques du gène EGFR et la réponse aux TKIs a 

été mise en évidence dans les CBNPC (Paez et coll., 2004 ; Pao et coll., 2004 ; Lynch et coll., 

2004). Ces mutations ont été identifiées au niveau des exons 18 à 21 du gène EGFR qui 

codent pour le domaine à activité tyrosine kinase du récepteur. Elles sont retrouvées dans 

environ 20 % des tumeurs broncho-pulmonaires, et plus particulièrement dans 10 % des 

CBNPC. 

Des études ont essayé de déterminer la fréquence des mutations de l’EGFR sur de 

larges populations de CBNPC non traités par TKIs. Dans une étude italienne 39 mutations ont 

été retrouvées sur une série consécutive de 860 CBNPC, représentant une fréquence de 4,5 % 

(Marchetti et coll., 2005). Dans une compilation de 4 études réalisées aux Etats-Unis et en 

Asie, 149 mutations ont été retrouvées à partir de 759 prélèvements tumoraux, représentant 

une fréquence de 19,6 % (Pao et coll., 2005). Ces études ont permis ensuite de préciser les 

facteurs prédictifs de la présence de mutations de l’ EGFR que sont l’origine asiatique, le sexe 

féminin, le type histologique adénocarcinome, et le sous-type histologique carcinome 

bronchio-alvéolaire, l’absence de tabagisme (Shigematsu et coll., 2005) ; le poids respectif et 

l’indépendance de ces facteurs variant de manière importante d’une étude à l’autre. L’âge et le 

stade TNM ne semblent pas influencer ces résultats. Ainsi, dans l’étude italienne, la fréquence 

des mutations de l’EGFR était de 26 % pour les carcinomes bronchio-alvéolaires, 6 % dans 

les adénocarcinomes non bronchio-alvéolaires et de 0 % dans les épidermoïdes et les CBNPC 

indifférenciés (Marchetti et coll., 2005).  

 

Quatre-vingt-dix pour cent de ces mutations concernent deux « hot spots ». Dans 45 à 

50 % des cas, l’exon 19 comporte une délétion de plusieurs nucléotides éliminant 4 acides 

aminés hautement conservés (LREA), et dans 35 à 45 % de cas, il s’agit d’une mutation 

ponctuelle dans l’exon 21, résultant de la substitution d’une leucine par une arginine en 



Figure 8. Mutations du domaine kinase du récepteur à l’EGF dans les cancers bronchiques
non à petites cellules (CBNPC).
Les altérations du domaine kinase, cliniquement pertinentes, et leurs fréquences sont représentées
par les fenêtres jaunes. Les mutations qui confèrent la résistance au gefitinib (T790M) ou à
l’erlotinib (T790M et E884K) sont également indiquées (fenêtres oranges).
D’après Irmer et coll., 2007.
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Figure 9. Effets des mutations du domaine Tyrosine Kinase sur la poche deliaison de l’ATP
Les délétions de l’exon 19 (DEL) raccourcissent la boucle dans la région N-terminale de l’hélice.
Les insertions et/ou les duplications de l’exon 20 ajoutent un à trois acides aminés au niveau de la
boucle C-terminale de l’héliceαC (INS). Les mutations des exons 19 et 20 semblent réorienter le
rôle crucial de l’héliceαC de la même manière. Le troisième type de mutation caractérisé se situe
dans la boucle d’activation (exon 21), dans laquelle le remplacement des résidus hydrophobes
leucine en 858 (commune), et en 861 (rare) par une acide aminé basique ou neutre est en faveur de
la stabilisation de la boucle d’activation dans la position active (MM). Derares mutations de
l’exon 18 interviennent dans la boucle P (G719S).D’après Gazdar et coll., 2004.
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position 858 (L858R). Les autres mutations peuvent toucher également les exons 18 

(substitution G719M dans 5 % des cas) et 20 (Pao et coll., 2005 ; Irmer et coll., 2007) 

(Figure 8). Ces mutations se situent au niveau de la poche de fixation de l’ATP du domaine à 

activité tyrosine kinase et stabilisent les interactions de l’ATP dans son site de liaison. Le 

récepteur est alors activé de manière constitutive (figure 9). Ces modifications structurales 

stabilisent également les interactions EGFR-TKIs, rendant le récepteur plus sensible à ces 

inhibiteurs. 

 

Ces mutations de l’EGFR ont initialement été décrites chez des patients ayant présenté 

une réponse majeure à un TKI de l’EGFR (gefitinib ou erlotinib). Il a également été montré 

que cette efficacité in vivo était associée à une augmentation d’un log de l’efficacité anti-

tumorale des TKIs in vitro (Paez et coll., 2004). L’étude rétrospective de Han et coll. (2005) 

portant sur 90 patients a confirmé que la présence de telles mutations était associée à une 

probabilité plus importante de réponse aux TKIs (77 %), néanmoins les tumeurs de certains 

malades ayant répondu ne présentaient pas de mutations de l’EGFR (10 %). Ces mutations ne 

sont pas mises en évidence dans le tissu sain péri-tumoral, ne sont pas induites par le 

traitement par TKIs, ne sont pas retrouvées chez tous les patients répondeurs et n’ont pas été 

retrouvées chez les malades progresseurs ou stabilisés sous TKIs. Leur présence semble 

constituer un marqueur de meilleur pronostic, y compris chez les malades ne recevant pas de 

TKIs de l’EGFR (Pao et Miller, 2005). De plus, la délétion de l’exon 19 est un facteur 

prédictif de meilleure survie sans progression et de meilleure survie globale (Hirsch et coll., 

2003 ; Takano et coll., 2005). 

Cependant, dans le cas où les anti-EGFR (gefitinib) sont associés à la chimiothérapie, les 

mutations du gène EGFR semblent perdre de leur puissance prédictive (Bell et coll., 2005). 

 

D’autre part, il a été montré récemment que l’échappement au traitement des patients 

atteints de CBNPC, initialement répondeur au gefitinib ou à l’erlotinib, était associé au 

développement de mutations additionnelles au niveau du domaine tyrosine kinase de l’EGFR 

(Sharma et coll., 2007). La mutation la plus étudiée est la substitution T790M dans l’exon 20. 

In vitro, sa présence est associée à un phénotype de résistance au gefitinib (Pao et coll., 2005) 

et à l’erlotinib (Kosaka et coll., 2006). Cette mutation se situe également au niveau du 

domaine tyrosine kinase et entraîne une modification de la structure tridimensionnelle, qui 

altère la liaison du TKI. 

 



Figure 10. Activation de RAS
A l’état physiologique, les protéines RAS oscillent entre une forme inactive et une
forme active, et jouent ainsi un rôle d’ « interrupteur moléculaire » au sein des voies de
signalisation.signalisation.
GEF : Guanine nucleotide Exchange Factor ; GAP : GTPase Activating Protein.
D’après Friday et coll., 2005.
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Chapitre 2 : Les mutations de KRAS 

 

La famille des protéines RAS est composée de plusieurs membres, dont les protéines 

KRAS, NRAS et HRAS, présentant une homologie de séquence d’environ 85 %. Ce sont de 

petites protéines G monomériques dont l’activation est déclenchée par des récepteurs 

membranaires et notamment par le récepteur à l’EGF. Au sein des cascades de signalisation, 

les protéines RAS possèdent un rôle « d’interrupteur moléculaire » et oscillent entre deux 

états (figure 10) (Friday et Adjei, 2005) : 

- un état inactif, de repos, pendant lequel RAS est liée au GDP (Guanosine Di-

Phosphate) ; 

- un état actif, transitoire, pendant lequel RAS est lié au GTP (Guanosine Tri-

Phosphate). Cette forme activée permet l’interaction de RAS avec d’autres molécules 

effectrices et l’activation de différentes voies de signalisation. Cette forme est ensuite 

« mise sous silence » (forme inactive) par hydrolyse du GTP en GDP par des protéines 

de régulation telles que les GAP (GTPase Activating Proteins), ainsi que par l’activité 

GTPase intrinsèque des protéines RAS. 

 
 

Plusieurs mutations du gène KRAS ont été identifiées et sont retrouvées dans 15 à 

30 % des CBNPC, 30 à 40 % des cancers colorectaux et dans moins de 5 % des cancers des 

VADS (Voies Aéro-Supérieures Digestives). Il s’agit de mutations ponctuelles, fréquemment 

(90%) localisées au niveau des codons 12 et 13 de l’exon 1. Ces mutations ponctuelles 

affectent le domaine de liaison du GTP, ce qui conduit à la production de protéines KRAS 

constitutivement actives, indépendamment de ce qui se produit au niveau du récepteur de 

l’EGF, notamment son blocage par des anticorps anti-EGFR. 

Différentes études cliniques ont montré que la présence de mutations du gène KRAS 

est associée à une non-réponse aux TKIs des patients porteurs d’un CBNPC (Pao et coll., 

2005 ; Han et coll., 2006 ; Tsao et coll., 2006 ; Eberhard et coll., 2005) et aux anticorps 

monoclonaux (cetuximab et panitumumab) pour le traitement des cancers colorectaux (Lièvre 

et coll., 2006 ; De Roock et coll., 2007). Ces dernières analyses ont conduit à une 

modification de l’AMM du cetuximab et du panitumumab, avec obligation de rechercher le 

statut mutationnel de KRAS, et que celui-ci soit « sauvage » pour prescrire cette 

chimiothérapie chez les patients porteurs d’un cancer colorectal métastatique. 

 



Technique
Sensibilité

(% ADN muté)
Mutations 
identifiées

Références

Séquençage direct 20 - 25 Connues ou non

Lynch et coll., 2004
Paez, et coll., 2004
Pao et coll., 2004
Sequist et coll., 2007
Goncalves et coll., 2008

PCR-SSCP 10 Connues
Soung et coll., 2005
Sonobe et coll., 2005
Marchetti et coll., 2005

PCR en tems réel (TaqMan®) 10 Connues
Itabashi et coll., 2003
Hilbe et coll., 2003
Endo et coll., 2005 

Pyroséquençage 5 à 10 Connues ou non
Ogino et coll., 2005
Poehlmann et coll., 2007

SNaPshot 5 à 10 Connues Di Fiore et coll., 2007

Courbe de fusion haute 
résolution (HMR)

5 - 6 Connues ou non
Krypuy et coll., 2006
Do et coll., 2008résolution (HMR) Do et coll., 2008

PCR-RFLP 5 Connues Pan et coll., 2005

Génotypage basé sur une 
analyse en MALDI-TOF MS

5 Connues Thomas et coll., 2007

Scorpions ARMS 1 Connues

Clayton et coll., 2000
Kimura et coll., 2006
Morinaga et coll., 2008
Zhang et coll., 2008 

dHPLC 1 Connues ou non

Jänne et coll., 2006
Cohen et coll., 2006
Chin et coll., 2007
Sueoka et coll., 2007 

PCR d ’enrichissement en 
mutations

0,2 Connues Asano et coll., 2006

Tableau VIII . Méthodes de détection des mutations du gèneEGFR et/ou du gèneKRAS.
SSCP : Single-Strand Conformation Polymorphism ; HMR : High Melting Resolution ;
MALDI-TOF MS : MAtrix Laser Desorption/Ionization Time-Of-FlightMass Spectrometry ;
ARMS : Amplified Refractory Mutation System ; dHPLC : denaturatingHigh Performance
Liquid Chromatography.
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Chapitre 3 : Méthodes de détection des mutations de l’EGFR et de 

KRAS 

 

La recherche des mutations des gènes EGFR et KRAS est actuellement utilisée pour le 

recrutement ciblé de patients pour des essais cliniques et/ou pour guider les décisions 

thérapeutiques. Toutefois, pour que cette recherche devienne une norme de soins, la 

détermination des mutations doit être plus fiable, rapide et précise. 

Le séquençage direct, utilisé pour de nombreuses études (Lynch et coll., 2004 ; Paez, 

et coll., 2004 ; Pao et coll., 2004 ; Sequist et coll., 2007 ; Goncalves et coll., 2008), est la 

méthode de référence actuelle. Cependant, cette technique possède plusieurs inconvénients 

pour une utilisation clinique. En effet, il s’agit d’une méthode multi-étapes (extraction de 

l’ADN, amplification par PCR de l’ADN d’intérêt, séquençage et interprétation des 

séquences), consommatrice de temps et qui augmente le délai d’obtention du résultat. De plus, 

sa sensibilité n'est pas optimale pour les échantillons cliniques de tumeurs. En effet, le 

prélèvement doit contenir au moins 25 % d’ADN muté pour que cette mutation soit 

facilement détectée (Pao et Ladanyi, 2007 ; Eberhard et coll., 2008). Or dans le cas des 

cancers broncho-pulmonaires et colorectaux, les prélèvements contiennent souvent un fort 

pourcentage de cellules non néoplasiques, ce qui peut alors fréquemment donner des résultats 

« faux-négatifs ». 

Au cours des cinq dernières années, ces considérations ont donc conduit au 

développement et à l’évaluation de nombreuses techniques alternatives de détection des 

mutations des gènes EGFR et KRAS (tableau VIII).  

 

Les principes des techniques de recherche de mutations les plus utilisées sont décrits ci-après. 

 

1 . La méthode de référence : le séquençage direct 

 

Initialement, deux méthodes ont été développées pour déterminer la succession des 

nucléotides qui constituent l’ADN : la méthode chimique de A.M. Maxam et W. Gilbert, 

décrite en 1977, et la méthode enzymatique proposée par F. Sanger en 1981. La méthode 

utilisée aujourd’hui est une méthode enzymatique automatisée, qui repose sur l’utilisation de 

nucléotides particuliers appelés didéoxynucléotides (ddNTP), qui bloquent la synthèse 



Figure 11. Principe du séquençage selon la méthode de Sanger.
La réaction de séquence permet l’incorporation aléatoire de ddNTP à la place de dNTP,
conduisant à la synthèse de fragments de taille différente. Chaque ddNTP étant marqué par
un fluorophore différent, l’analyse du signal lumineux généré permet d’obtenirla séquence
de l’ADN d’intérêt. Les résultats sont présentés sous forme d’un électrophorégramme.
D’après Lamoril et coll., 2008.
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d’ADN par l’ADN polymérase après leur incorporation. Ce blocage est dû à l’impossibilité 

qu’ont ces nucléotides de former une liaison phosphodiester avec un autre nucléotide en 

raison de l’absence de groupement hydroxyle sur le carbone 3. Les quatre didéoxynucléotides 

utilisés sont marqués spécifiquement par des fluorophores différents (vert pour le ddATP, 

bleu pour le ddCTP, jaune pour le ddGTP et rouge pour le ddTTP). Ils sont incorporés lors de 

la réaction de séquence, réalisée à partir d’un produit PCR purifié. Le produit PCR purifié 

utilisé pour la réaction de séquence peut provenir d’une PCR simple (dite PCR classique) ou 

d’une PCR nichée (nested PCR). Statistiquement, au cours de la réaction, pour chaque 

« base » de l’ADN cible, au moins une fois, un ddNTP complémentaire sera incorporé à la 

place d’un dNTP. Ainsi, les fragments de différentes tailles obtenus sont analysés par 

électrophorèse capillaire réalisée sur un automate de séquençage. À la fin de la migration, 

chaque fragment (contenant un ddNTP marqué par un fluorophore) est excité par un laser. Le 

signal lumineux généré, dépendant de la base didéoxy incorporée, est analysé par un logiciel 

spécifique et la séquence est présentée sous forme d’un électrophorégramme (figure 11) 

(Lamoril et coll., 2008). 

Pour confirmer un résultat, toute réaction de séquence d’un fragment d’ADN est 

systématiquement faite sur le brin sens et anti-sens. Le séquençage permet l’étude de 

séquences de 100 à 850 pb. 

Cette technique de référence apparaît cependant être coûteuse, relativement longue en 

terme de délai de rendu de résultat et peu sensible lorsque la quantité d’ADN muté présente 

dans l’échantillon est faible. 

  

2 . Génotypage par méthode SNaPshot 

 

La technique SNaPshot est basée sur l’extension d’une amorce non marquée par une 

seule base de type dideoxy marquée. Le produit PCR purifié est mis en présence d’une 

amorce qui vient s’hybrider juste avant la base à incorporer. Cette méthode peut être utilisée 

pour la recherche de différentes mutations à partir d’un seul produit PCR. Dans ce cas les 

sondes sont conçues pour avoir des tailles différentes après incorporation du ddNTP marqué. 

Les fragments sont ensuite analysés par un séquenceur. Cette technique sensible et spécifique 

a été décrite pour la recherche des mutations de KRAS (Di Fiore et coll., 2007). 

 

 



3' 

Lumière 

Temps 

Figure 12. Principe du pyroséquençage. 
Le principe de cette méthode consiste à hybrider un amorce (dite amorce de 
séquence) à un ADN cible (amplifié par PCR et purifié), puis à ajouter de 
manière séquentielle et dans un ordre défini les bases une par une à partir de 
l'extrémité 3' de l' amorce. L'incorporation d'une base libère un pyrophosphate 
(PPi) qui, après transformation, se traduit par un signal mesuré en 
bioluminescence. La séquence est ensuite déduite en fonction de l' ordre 
d ' incorporation des nucléotides sur l' ADN complémentaire de la cible 
néosynthétisée. 
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3 . Le pyroséquençage 

 

Le pyroséquençage est une technique de séquençage par synthèse directe 

d’oligonucléotides en temps réel (Ahmadian et coll., 2006). Son principe a été décrit en 1985 

(Melamede, 1985), toutefois cette technique n’a été publiée qu’en 1998 (Ronaghi et coll., 

1998 b).  

L’amplification PCR de l’ADN d’intérêt utilise une amorce biotinylée. La purification 

du brin biotinylé est ensuite réalisée en vue du séquençage. L’analyse par pyroséquençage se 

déroule en cinq étapes. La première étape correspond à l’hybridation de l’amorce de séquence 

sur l’ADN simple brin amplifié. Le tout est incubé en présence des différentes enzymes (ADN 

polymérase, ATP sulfurylase, luciférase et apyrase) et des substrats (adénosine 5’ 

phosphosulfate (APS) et luciférine). Lors de la seconde étape, le dNTP choisi est ajouté à la 

réaction et l’ADN polymérase catalyse l’incorporation du dNTP au brin d’ADN, s’il est 

complémentaire à la séquence. Chaque incorporation de dNTP est accompagnée par la 

libération d’un pyrophosphate (PPi) en quantité équimolaire au nombre de nucléotides 

incorporés. Pendant la troisième étape, l’ATP sulfurylase convertit les PPi en ATP en 

présence d’adénosine 5’ pyrophosphate. Cet ATP permet la conversion de la luciférine en 

oxyluciférine par la luciférase, générant alors un signal lumineux proportionnel à la quantité 

d’ATP (signal capté par une caméra CCD). La hauteur de chaque pic est proportionnelle au 

nombre de nucléotides incorporés. La quatrième étape permet la dégradation de l’ATP et les 

dNTP non incorporés par l’apyrase (enzyme de dégradation des nucléotides). Ceci éteint le 

signal au fur et à mesure et régénère le milieu de réaction. Enfin, les dNTPs suivants sont 

ajoutés les uns après les autres selon un ordre prédéfini, permettant la synthèse du brin 

d’ADN complémentaire et la détermination de la séquence en temps réel sous forme d’un 

pyrogramme (figure 12). 

Le pyroséquençage utilise le 2’-déoxyadénosine-5’-O-(1-triphosphate) ou dATPαS à la place 

du dATP. En effet, ce nucléotide est seulement reconnu par la polymérase, contrairement au 

dATP qui est reconnu à la fois par la polymérase et la luciférase. 

 

Cette méthode performante, totalement automatisée, est plus sensible et spécifique que 

le séquençage par la méthode de Sanger, et présente l’avantage d’être beaucoup plus rapide. 

Mais elle ne permet de séquencer au maximum que 150 pb. Cette limitation est liée à 

l’inhibition progressive de l’apyrase par l’accumulation de déoxymononucléotide phosphate 
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(dNMP) et de son produit intermédiaire le déoxydinucléotide phosphate (dNDP) ou à 

l’élimination incomplète des nucléotides résiduels après lavage. Le pyroséquençage est donc 

plus adapté pour la recherche de mutations ponctuelles et de polymorphismes qu’au 

séquençage d’un ADN cible. Ainsi, il est plus particulièrement décrit pour la recherche de 

mutation du gène KRAS dans les cancers colorectaux (Ogino et coll., 2005 ; Poehlmann et 

coll., 2007). 

 

4 . Génotypage par PCR-ASO 

 

La technique PCR-ASO (Allele Specific Oligonucleotide) utilise des amorces 

spécialement dessinées pour amplifier uniquement les formes mutées. Il s’agit d’un technique 

très spécifique. De plus, la PCR multiplex ASO permet la recherche simultanée des mutations 

les plus fréquentes de l’EGFR. La technique multiplex présente l’avantage de limiter la 

consommation d’ADN, ce qui peut s’avérer crucial lorsque l’on travaille sur des biopsies 

bronchiques. 

 

5 . Génotypage par PCR-RFLP 

 

La technique PCR-RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism) est basée sur 

l’analyse des différents fragments de restriction obtenu à partir des produits d’amplification 

par PCR. La présence de mutations peut générer ou supprimer les sites de restriction, 

entraînant des modifications du nombre ou de la longueur des fragments de l’ADN digéré. 

Cette technique est rapide et sensible, et constitue une approche accessible pour la recherche 

de la délétion de l’exon 19 et de la mutation de l’exon 21 du gène EGFR (Pan et coll., 2005). 

Cependant sa spécificité dépend entièrement de la qualité de la PCR, de la nature de l’enzyme 

et surtout de sa qualité. En effet, une digestion partielle des produits d’amplification peut faire 

croire à tort à la coexistence de deux allèles.  

 

6 . Génotypage par PCR en temps réel 

6.1 . A l’aide de sondes d’hydrolyse 

 

Les sondes d’hydrolyse ou sondes TaqMan® sont les sondes les plus fréquemment 

utilisées pour la détection de mutations ponctuelles par PCR quantitative en temps réel. Ces 
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Figure 13. Principe des sondes TaqMan®. 
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Figure 14. Principe du génotypage utilisant des amorces Scorpions®. 
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sondes, monobrin et linéaires, sont marquées par deux fluorophores : un à l’extrémité 5’ de la 

sonde fluorophore donneur ou émetteur) et l’autre à l’extrémité 3’ (fluorophore extincteur ou 

quencher). Le quencher étant à proximité du donneur inhibe l’émission de fluorescence par ce 

dernier. Le principe de cette technique est basé sur l’activité 5’-nucléase de l’ADN 

polymérase : l’enzyme hydrolyse la sonde TaqMan® hybridée à la cible. Le fluorophore 

donneur alors suffisamment éloigné de l’action du quencher émettra un signal fluorescent, 

proportionnel à la quantité de produit amplifié au cours de la PCR (figure 13).  

Ces techniques sont déjà développées pour la recherche des mutations des gènes EGFR et 

KRAS. Les études montrent une bonne sensibilité, une bonne sensibilité et une bonne 

reproductibilité de la technique (Itabashi et coll., 2003 ; Hilbe et coll., 2003 ; Endo et coll., 

2005 ; Lièvre et coll., 2008). 

 

6.2. A l’aide d’amorces Scorpions® 

 

Les amorces Scorpions® se présentent sous forme d’épingle à cheveux. Elles sont 

composées d’une boucle dont la structure simple brin constitue la séquence spécifique de la 

cible ADN à étudier, et d’un tronc double brin constitué de deux bras complémentaires situés 

de chaque côté de la sonde. Un fluorophore émetteur est fixé sur l’extrémité 5’ et un quencher 

est fixé sur l’extrémité 3’ de l’autre bras. Une molécule d’hexéthylène glycol (HEG) sur 

laquelle est fixée une amorce est ajoutée juste après le quencher. Du fait de sa conformation, 

l’amorce scorpion n’émet aucun signal de fluorescent. Au cours de la réaction de PCR, la 

sonde change de structure (éloignement de l’émetteur de son quencher), et conduit, au fur et à 

mesure de la reconnaissance et de l’hybridation de la sonde à sa séquence complémentaire, à 

l’émission de fluorescence. La région amorce située juste après l’hexéthylène glycol permet 

d’intégrer de manière irréversible les fluorophores et la balise moléculaire dans l’amplicon 

nouvellement synthétisé pendant la réaction de PCR (figure 14). Cette technique présente une 

grande sensibilité et spécificité, mais la difficulté de design des amorces la rend très onéreuse.  

Différentes publications décrivent son utilisation pour la recherche des mutations des gènes 

EGFR et KRAS (Clayton et coll., 2000 ; Kimura et coll., 2006 ; Morinaga et coll., 2008 ; 

Zhang et coll., 2008). 
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6.3 . Courbe de fusion à haute résolution (High Resolution Melting - HRM) 

  

Cette méthode, réalisée par PCR en temps réel en présence d’un fluorochrome 

intercalant, est basée sur l’analyse de la forme de la courbe de fusion. Elle  permet de 

discriminer des variations, même d’une seule base sur un fragment de 300 à 500 pb, selon le 

profil de dénaturation du produit de PCR. Cette méthode sensible, rapide et à faible coût, a été 

décrite pour la recherche des mutations de KRAS et de l’EGFR (Krypuy et coll., 2006 ; Do et 

coll., 2008). Les mutations détectées doivent être identifiées par une autre méthode. 

 

7 . Polymorphisme de conformation simple brin (single strand 

conformation polymorphism, SSCP) 

 

Cette méthode repose sur le principe que les ADN simple brin présentent une certaine 

mobilité dans un gel de polyacrylamide non dénaturant. Cette mobilité spécifique résulte de la 

conformation spatiale de l’ADN simple brin. Ainsi, la présence d’une variation de séquence 

(mutation ou polymorphisme) altère la conformation spatiale de la molécule, qui se traduit par 

une variation de migration de l’ADN en gel non dénaturant. La différence de mobilité entre 

l’ADN normal et l’ADN muté est visible sur le gel, après marquage radioactif des amorces, 

ou après révélation du gel par coloration à l’argent. 

La SSCP est souvent utilisée pour la recherche de polymorphismes ou de mutations connues. 

Elle a déjà été décrite pour la recherche des mutations des gènes EGFR et KRAS (Soung et 

coll., 2005 ; Marchetti et coll., 2005 ; Sonobe et coll., 2005). Cette technique permet l’étude 

de fragments dont la taille est comprise entre 300 et 400 pb. La bande anormale peut être 

excisée et analysée par séquençage direct.  

 

8 . Chromatographie liquide haute performance en gradient de 

dénaturation 

 

 Cette technique permet de mettre en évidence une mutation quelconque (substitutions 

de bases, petites délétions ou insertions) à l’état hétérozygote à partir de produits de PCR 

séparés par chromatographie liquide haute performance en gradient de dénaturation 

(denaturating High Performance Liquid Chromatography, d-HPLC). Elle peut s’appliquer à 

l’EGFR dans la mesure où les mutations ne sont pas toutes répertoriées (Jänne et coll., 2006 ; 
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Cohen et coll., 2006 ; Chin et coll., 2007 ; Sueoka et coll., 2007). Toutefois, elle n’exclut pas 

le séquençage lorsqu’une mutation est trouvée. L’intérêt de cette technique réside dans le fait 

qu’elle permet de détecter des mutations connues et inconnues sur des fragments d’ADN de 

taille supérieure à 500 pb, de façon automatisée, rapide et à faible coût. 
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Au cours de mon internat, j’ai dans un premier temps, participé à la mise en place au 

CHU de Grenoble de la recherche des mutations des gènes EGFR et KRAS par séquençage 

direct afin de pouvoir participer au STIC (Soutien aux Techniques Innovantes et Coûteuses) 

national ERMETIC. Les limites de cette technique nous ont conduit à mettre en place une 

méthode d’analyse alternative : le pyroséquençage. 

 

 

Première partie : Le projet ERMETIC 
 

Le STIC ERMETIC (Evaluation de la Recherche des Mutations de l’EGFR pour le 

Traitement par des Inbihiteurs de tyrosine kinase des Cancers bronchiques non à petites 

cellules), est un projet multidisciplinaire et multicentrique national initié en 2005. Ce STIC 

fait intervenir des cliniciens, des pathologistes et des biologistes moléculaires de 15 hôpitaux 

français, ainsi qu’un centre externe de référence, le laboratoire de Pierre Hainaut, IARC de 

Lyon. 

 

1 . Le contexte 

 

Les résultats cliniques observés dans le traitement des CBNPC présagent d’une 

augmentation prochaine et importante de la prescription des TKIs, alors que ces traitements 

ne permettent d’obtenir des réponses objectives que chez une très faible proportion de 

malades non sélectionnés (< 10 %), même si un contrôle de la maladie est plus fréquemment 

observé (40 % des cas). De même, la possibilité de prédire la réponse aux TKIs par la 

recherche des mutations de l’EGFR va également générer un grand nombre de demandes 

d’examens nouveaux dont les méthodes ne sont pas standardisées, en particulier pour des 

prélèvements de petites taille inclus en paraffine. De plus, cette recherche ne permet de 

découvrir une mutation que chez moins de 10 % des malades provenant d’une population non 

sélectionnée, alors qu’il serait possible d’en augmenter la rentabilité en ne la réalisant que 

chez les patients sélectionnés sur des critères cliniques ou histologiques simples. L’impact de 

ces résultats sur la prescription des TKIs de l’EGFR, par rapport à une prescription fondée sur 

des critères cliniques, anatomopathologiques ou biologiques (expression de l’EGFR et de 

pAKT, polysomie/amplification du gène EGFR, mutations de KRAS), n’est pas connu. Enfin, 



- 1 à 10 échantillons tumoraux 
- Patients sans traitement préalable 
- enrichi en muations de l'EGFR 
-ADN extraits à partir de prélèvements 
congelés ou inclus en paraffine 
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Figure 15. Organisation de l'étude rétrospective du projet ERMETIC 
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Chaque centre a sélectionné des échantillons, constituant ainsi un panel de 74 prélèvements. Les 
recherches de mutations, à partir des prélèvements inclus en paraffine, ont été réalisées par tous 
les centres. Le centre de référence a réalisé les analyses à partir des prélèvements inclus en 
paraffine et congelés. 
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l’impact médico-économique de l’introduction des TKIs et de la recherche des mutations de 

l’ EGFR n’a été que très peu évalué. 

 

2 . Les objectifs du projet ERMETIC 

 

Dans ce contexte, le projet ERMETIC se propose de répondre à trois objectifs. 

1) Valider le séquençage direct des exons 18 à 21 de l’EGFR et les autres méthodes 

d’identification des altérations moléculaires de l’EGFR et de KRAS à partir de prélèvements 

rétrospectifs de petites tailles, inclus en paraffine, réalisés par les différents laboratoires 

français participant au projet. 

2) Déterminer et comparer les différents facteurs prédictifs de réponse et de bénéfice 

clinique aux TKIs de l’EGFR à partir d’une cohorte prospective de malades porteurs d’un 

CBNPC de stade IIIB-IV afin d’établir les conditions d’une meilleure prescription de la 

recherche des mutations de l’EGFR et confirmer la pertinence de ces facteurs à partir d’un 

échantillon de validation. 

3) Déterminer la ou les meilleures stratégies de prescription de la recherche des mutations 

de l’EGFR en terme de coût-efficacité. 

 

3 . L’étude rétrospective 

  

L’objectif principal de l’étude était de valider la recherche des mutations de l’EGFR et 

de KRAS par séquençage direct selon la méthode de Lynch et coll. (2004), pour chacun des 

15 centres participant au projet. Cette étude a été réalisée sur une cohorte rétrospective de 

74 patients pour lesquels un échantillon tumoral congelé, un échantillon tumoral fixé et inclus 

en paraffine et une biopsie avaient été conservés (figure 15). Ces échantillons ont été 

sélectionnés pour être enrichis en mutations. Ainsi, sur les 74 prélèvements, 56 proviennent 

de femmes (76 %) et 18 d’hommes (24 %), n’ayant jamais été traités par des TKIs. D’un point 

de vue histologique, 53 échantillons sont des adénocarcinomes (72 %), 11 des carcinomes 

squameux (15 %) et 10 des carcinomes à grandes cellules (13%). Enfin, 12 prélèvements ont 

des mutations de l’EGFR connues (16 %) et 38 sont des adénocarcinomes de patients non-

fumeur (72%). 



Travail de thèse - Le projet ERMETIC 

Un contrôle de qualité externe (Gold Standard), constitué par le séquençage des exons 

18 à 21 de l 'EGFR et de KRAS sur les prélèvements 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 l'identification des altérations moléculaires de l'EGFR et de 

KRAS seront présentés dans ce mémoire. 

A Grenoble, la recherche des mutations de l'EGFR et de KRAS a été réalisée par 

séquençage direct. 

Sur 74 échantillons, nous avons déterminé le statut mutationnel des 5 exons analysés (exons 

18 à 21 de I'EGFR et exon 1 de KRAS) pour 46 prélèvements (62 %) et celui de 4 exons sur 5 

pour 13 prélèvements (18%). Dans un certain nombre de cas, l'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: 9174 (12,1 %)). 

Aucune mutation n'a été détectée pour les exons 18 et 20 de l' EGFR. En revanche, 

10 délétions de l'exon 19, 4 mutations (L858R) de l'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 l'exon 1, 

une seule mutation est détectée sur le codon 13 de l'ex on 1. 

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

Exon 19 Fréquence obseivée 

c.2235_2249del; p.Glu746_Ala750del 5 

c.2236_2250del; p.Glu746_Ala750del 2 

C2240_2251del; p.Leu747_Ala750del 1 

c.2240_2257del ; p.Leu747 _Pro753delinsSer 1 

Exon 21 

c.2573T>G; p.Leu858Arg 4 

KRAS 

c.35G>A ; p.Gly12Asp 1 

c.34G>T ; p.Gly12Cys 6 

c.38G>T ; p.Gfy13Val 1 

47 
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Ces résultats ont été comparés à ceux obtenus par le centre de référence à partir de 

prélèvements congelés (1 mutation de l’exon 18, 12 délétions de l’exon 19, 10 mutations de 

l’exon 21 et 12 mutations de KRAS) (figure 16). La concordance entre les résultats obtenus 

pour chaque centre et ceux du centre de référence a été évaluée par le coefficient kappa. Plus 

le coefficient kappa est proche de 1 plus la concordance est bonne. Pour la recherche des 

mutations de l’EGFR, 60 % des centres ont une concordance modérée et 40 % présentent une 

bonne concordance. En ce qui concerne la recherche pour KRAS, 6,6 % des centres présentent 

une mauvaise concordance, 46,7 % une faible concordance et 46,7 % une concordance 

modérée. A Grenoble, la concordance est bonne pour l’ EGFR et modérée pour KRAS. Il faut 

cependant noter que cette concordance est évaluée sur des résultats obtenus à partir de deux 

prélèvements différents (congelé et inclus en paraffine). Les résultats obtenus par le centre de 

référence à partir des échantillons inclus en paraffine diffèrent également de ceux obtenus sur 

les prélèvements congelés et sont plus en accord avec les résultats obtenus par les différents 

centres (figure 17). 

L’ensemble de ces analyses a fait l’objet d’une présentation au congrès international de 

l’IASLC (International Association for the Study of Lung Cancer) en 2007 (annexe IV). 

En janvier 2007, tous les centres ERMETIC ont été validés pour la recherche des mutations 

de l’EGFR et de KRAS par séquençage direct, et l’étude prospective a débuté. 

 

4 . L’étude prospective 

 

Le deuxième objectif du projet ERMETIC visait à établir les conditions d’une 

meilleure prescription de la recherche des mutations de l’EGFR. Pour se faire, la recherche 

des mutations de l’EGFR a été réalisée par séquençage direct en conditions réelles, c’est-à-

dire tenant compte de l’accessibilité, de la qualité de conservation des prélèvements et de la 

petite taille des biopsies, sur une cohorte prospective de malades traités par TKIs.  

Les patients inclus dans l’étude sont des malades porteurs d’un CBNPC histologiquement ou 

cytologiquement prouvé, qui bénéficient d’une monothérapie par TKI de l’EGFR pour la 

première fois et qui sont suivis dans les différents services cliniques participant au projet 

ERMETIC. Au moment de l’inclusion le clinicien devait recueillir un certain nombre de 

données épidémiologiques (race, âge, sexe, tabagisme), de données concernant le malade et la 

tumeur (état général, type histologique OMS, stade TNM au diagnostic et au moment du 

traitement par TKI, sites des métastases), des données sur ses traitements antérieurs (chirurgie, 



Patient
EGFR KRAS

Exon 18 Exon 19 Exon 20 Exon 21 Exon 1

1 Non amplifiable sauvage Sauvage sauvage
Muté

c.35G>T ; p.Gly12Val

2 Non amplifiable sauvage Sauvage sauvage
sauvage

3 Non amplifiable Non interprétable Sauvage Sauvage
Muté

c.35G>T ; p.Gly12Val

4 Non amplifiable Sauvage Sauvage Sauvage
Muté

c.35G>T ; p.Gly12Val

5 Non amplifiable Non interprétable Sauvage Non interprétable
Muté

c.35G>T ; p.Gly12Val

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 Sauvage10 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 prélèvement

14 Pas de prélèvement

15 Pas de prélèvement

16 Pas de prélèvement

17 Pas de prélèvement

Tableau X. Statut mutationnel de l’EGFR et KRAS des 17 patients grenoblois inclus
dans l’étude prospective.
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radiothérapie thoracique, chimiothérapies) et des données sur le traitement par TKI (nom du 

TKI, motif du traitement, …). 

La nature du TKI, les conditions de sa prescription (ATU nominative, ATU de cohorte, AMM, 

essai thérapeutique institutionnel ou industriel) et sa durée n’étaient pas des facteurs 

importants. Le suivi a été fait selon les recommandations de chaque Unité de Concertation à 

condition qu’elles incluent chez les malades traités un suivi minimal trimestriel évaluant la 

tolérance et l’efficacité thérapeutique. Les données analysées sont la réponse aux TKIs, la 

survie sans progression sous TKI, ainsi que la survie globale des patients. 

 

Cette étude prospective, débutée le 1er mars 2007 et clôturée le 31 mars 2008, a inclus 

507 patients atteints de CBNPC. Dix-sept patients ont été inclus au CHU de Grenoble 

(tableau X). Sur ces 17 inclusions, la recherche des mutations de l’EGFR et de KRAS n’a pu 

être réalisée que pour 12 patients. Les 5 autres prélèvements étaient de trop petite taille pour 

être analysés. Parmi les 12 prélèvements analysables, 2 n’ont donné aucun résultat. Quatre 

échantillons ont présenté des mutations de KRAS. Alors qu’aucune mutation de l’EGFR n’a 

été détectée. Il faut toutefois notée que de nombreuses séquences n’ont pas pu être amplifiées 

ou interprétées, due à une faible quantité ou à une mauvaise qualité de l’ADN. 

 

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

 

5 . Discussion des résultats de l’étude ERMETIC 

 

 Cette première partie de mon travail de thèse a permis la mise en place de la recherche 

des mutations de l’EGFR et de KRAS par séquençage direct, au CHU de Grenoble.  

L’analyse de la cohorte rétrospective a mis en évidence une grande disparité des résultats 

obtenus à partir de prélèvements congelés et inclus en paraffine. Pour les échantillons 

congelés (ADN extrait de bonne qualité), la quasi-totalité des analyses a pu être réalisée, seuls 

deux échantillons n’ont pas donné de résultats pour l’exon 19. Un plus grand nombre de 

mutations (20 %) a été mis en évidence dans ces échantillons. Les fixateurs altèrent la qualité 

et l’intégrité de l’ADN. Ainsi, certains d’entre eux comme le liquide de Bouin ou les fixateurs 

contenant de l’acide picrique sont proscrits. L’AFA (Alcool-Formol-acide Acétique) semble 

également altérer l’ADN de manière importante et interfère avec les analyses de biologie 

moléculaire. Les résultats obtenus à partir d’échantillons inclus en paraffine étaient toutefois 
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concordants entre les différents centres, ce qui a conduit à la validation de la méthode de 

séquençage direct pour tous les centres. 

Cependant, cette technique de référence est coûteuse, relativement longue en terme de 

délai de rendu de résultat et peu sensible lorsque la quantité d’ADN muté présente dans 

l’échantillon est faible (< 25 %). Nous avons donc choisi de développer une méthode 

alternative de recherche des mutations de KRAS et de l’EGFR par pyroséquençage. 



Figure 18. Disposition des trois amorces nécessaires pour l’analyse par pyroséquençage.
L’amplification PCR de la région d’intérêt est réalisée avec une amorce biotinylée, permettant
ensuite la purification du brin l’ADN à séquencer. L’analyse est ensuite réalisée après
hybridation de l’amorce de séquence.
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Deuxième partie : Mise au point de la recherche des 

mutations par pyroséquençage 
 

Dans le cadre du financement de la plateforme INCa de génomique moléculaire 

somatique des cancers, notre laboratoire a fait l’acquisition d’un pyroséquenceur. Cette 

technologie est adaptée à la recherche de SNP ou mutation connues. Nous avons donc 

développé des techniques pour analyser les mutations des codons 12 et 13 de l’exon 1 de 

KRAS, la mutation L858R de l’exon 21 de l’EGFR, la mutation de résistance T790M de 

l’exon 20 de l’EGFR et la délétion LREA de l’exon 19 de l’EGFR. 

 

1 . Démarche suivie pour la mise au point  

 

Dans un premier temps, nous avons défini les trois amorces nécessaires (deux amorces 

de PCR dont une biotinylée et une amorce de séquence) avec le logiciel PSQ Assay DesignTM 

fourni avec le pyroséquenceur (PyroMark ID, Biotage AB) (figure 18). Nous avons ensuite 

mis au point l’amplification PCR des différentes séquences d’intérêt. Pour cela, nous avons 

déterminé la température d’hybridation des amorces ainsi que la concentration en chlorure de 

magnésium (MgCl2) optimales pour l’obtention d’un produit PCR analysable. La température 

d’hybridation dépend de la composition des amorces et doit être suffisamment élevée pour 

permettre l’hybridation spécifique des amorces sur l’ADN cible. Le cation Mg2+ est quant à 

lui indispensable au bon fonctionnement de la polymérase et à l’incorporation correcte des 

dNTP. Enfin, nous avons déterminé l’ordre de distribution des nucléotides pour chaque exon, 

à l’aide du logiciel d’analyse PyromarkTM ID (Biotage AB). 

Afin de valider ces méthodes de recherche des mutations, nous avons utilisé 

différentes lignées ayant une mutation connue, ainsi que des échantillons tumoraux congelés 

ou fixés et inclus en paraffine, préalablement analysés par séquençage direct. Nous avons 

également testé la sensibilité de la technique à l’aide de dilutions de l’ADN muté avec un 

ADN sauvage provenant de lymphocytes sanguins (Buffy Coat : BC). 
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2 . Recherche des mutations du gène KRAS 

 

La modification de l’AMM du cetuximab et du panitumumab rend obligatoire, avant 

leur prescription chez les patients porteurs d’un cancer colorectal métastatique, la recherche 

du statut mutationnel de KRAS. Elle se fait sur différents types de prélèvements (tumeurs ou 

biopsies) fixés avec différents types de fixateurs (Formol, AFA (Alcool-Formol-acide 

Acétique, Excel+, …) et inclus en paraffine. Nous avons testé le kit commercial proposé par 

la société Biotage pour la recherche des mutations de KRAS par pyroséquençage et n’avons 

pas obtenu d’amplification PCR à partir de ces prélèvements. 

Nous avons donc développé une méthode d’analyse des mutations du gène KRAS, couplant 

une PCR nichée au pyroséquençage. 

 

L’ensemble de ces résultats fait l’objet d’une communication brève en cours de soumission. 
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Abstract: 

Background: KRAS mutation status has been reported to be a predictive marker of tumor 

response to EGFR inhibitors. 

Method: We designed a pyrosequencing assay based on nested PCR to characterize KRAS 

mutation status using formalin-fixed and paraffin-embedded tumor tissue. 

Results: Mutant and wild-type KRAS cell lines were used to determine the specificity and the 

sensitivity (detection limit, approximately 5% mutant alleles) of the method. The results 

obtained for tumor samples were 95% comparable to those obtained by dideoxy sequencing. 

Conclusion: Analysis of KRAS mutation using nested PCR and pyrosequencing is a simple, 

robust, fast and sensitive method that can be used with formalin-fixed and paraffin-embedded 

tissue. 
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Colorectal cancer is the second ranked cause of cancer death in both the United States and the 

European Union. Significant improvements in patient survival after metastasis development 

have been made by the development of new therapies. One of the most promising targets is 

the inhibition of the epidermal growth factor receptor (EGFR) by monoclonal antibodies 

(cetuximab and panitumumab). However, the mutation of the KRAS gene has recently been 

shown to be highly predictive of the response to anti-epidermal growth factor receptor 

antibodies in metastatic colorectal cancer (1, 2). Indeed, Ras proteins are among the best 

studied in cancer biology. They are transiently activated by signals from cell surface receptors 

and then activate a diverse set of signaling cascades implicated in cell proliferation and 

survival. KRAS oncogene harbors single point mutations at positions 1 and 2 of codons 12 and 

13 (exon 1), resulting in a constitutively activated protein (3). Consequently, when KRAS is 

mutated, tumor cells do not respond to anti-EGFR antibodies. Both the FDA (Food and Drug 

Administration) and the EMEA (European Medicines Agency) require knowledge of KRAS 

status before drug administration. This analysis must be conducted on biopsies or more 

frequently on paraffin-embedded archival tumor tissues using molecular biology techniques. 

As the DNA quality and integrity could be largely drawn by fixatives (4), the molecular 

biology techniques used must be specific but also sensitive and adjusted to degraded DNA. 

This paper describes a sensitive pyrosequencing method to analyze KRAS mutation (Figure 

1A). DNA was extracted from tumor samples using the QIAmp DNA mini Kit (Qiagen) after 

the removal of paraffin by xylene extraction and 48 h of proteinase K digestion at 56°C. This 

long digestion time releases amplifiable nucleic acids by reversing formalin-induced cross-

links (5). To validate our technique, we obtained 57 consecutive tumor DNA where KRAS 

was characterized for diagnostic use by classical BigDye Terminator sequencing (Applied 

Biosystems). There is no informed consent from the individuals concerned but the analyses 

were conducted with full respect for the individuals’ right to confidentiality and according to 
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procedures supervised by local authorities responsible for ethical research. As controls, we 

also used DNA isolated from known mutant cell lines A549, SW480 (a generous gift from V. 

Combaret), LoVo and LS174T (a generous gift from M.-P. Buisine); DNA extracted from 

human peripheral blood lymphocytes (BC) was used as wild-type control.  

DNA (10 ng of cell DNA or 100 ng of tumor DNA) was amplified using a nested PCR with 

four primers (I-F, I-R, PS-F and PS-R) (Figure 1A). The first 205-bp PCR product was 

amplified at 58°C for 30 cycles. The second PCR procedure was carried out in a total volume 

of 50 µl containing 2 µl of the first PCR, 20 pmol of each primer, 1.5 mmol/l MgCl2 and 1.25 

U of FastStart Taq DNA polymerase (Roche, Meylan, France). PCR conditions consisted of 

initial denaturing at 95°C for 15 min, 45 cycles at 95°C for 20 s, 65°C for 20 s, and 72°C for 

20 s and a final extension at 72°C for 10 min. The PCR products (10 µl) were analyzed by 

electrophoresis in a 3% agarose gel to confirm successful amplification of a 79-bp PCR 

product. The other 40 µl of PCR product were bound to streptavidin Sepharose HP (GE 

Healthcare), purified, washed, denatured using a 0.2-mol/l NaOH solution, and washed again. 

Then 0.3 µmol/l pyrosequencing primer (PS-seq) was annealed to the purified single-stranded 

PCR product and pyrosequencing was done on a PyroMark ID system (Biotage AB) 

following the manufacturer’s instructions (6). The nucleotide dispensation order was 

ACTGCTGAGCGTAG to analyze position 1 of codons 12 and 13 and 

TACGACTCAGATGCGTAG to analyze position 2 of codons 12 and 13.  

Cancer cell lines with known KRAS mutations were first used to validate the pyrosequencing 

methodology (Figure 1B). We detected the known homozygote c.34G>A; p.Gly12Ser 

mutation in A549 cells (96.4%), the homozygote c.35G>T; p.Gly12Val mutation in SW480 

cells (91%), the heterozygote c.35G>A; p.Gly12Asp mutation in LS174T cells (47.7%) and 

the heterozygote c.38G>A; p.Gly13Asp mutation in LoVo cells (43.6%). We tested the 

reproducibility by analyzing each cell line in five consecutive runs and determining the 
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amount of mutated alleles (Figure 1C). The relative standard deviation (RSD) varied from 

2.2% to 7.3%. To demonstrate assay precision, we also quantified KRAS mutant alleles in the 

various mixtures (100%, 50%, 25%, 12%, 6%, 3%, 0%) of DNA from a KRAS mutated cell 

line and DNA from peripheral blood lymphocytes (Figure 1C). This cell line dilution assay 

indicates that 5% of tumor cell line DNA in a background of normal DNA could be detected. 

This will allow confident screening for mutation in samples that have at least 10% tumor cells. 

The repeatability was analyzed with one tumor sample presenting a c.35G>T; p.Gly12Val 

mutation. In the same run, we amplified and analyzed by pyrosequencing this DNA ten times. 

The same results were obtained in all samples with a mutation detected at 30.8 ± 2.1% (RSD 

= 6.8%).  

We next compared the results obtained previously by BigDye Terminator sequencing 

(reference method) and those obtained by pyrosequencing on 57 tumor samples (Table 1). All 

mutated samples were confirmed twice, starting from independent polymerase chain reactions. 

The KRAS mutation was found in 17 out of 57 (30%) and in 20 out of 57 (35%) tumors. These 

results are in accordance with the literature, where KRAS mutation frequency ranges between 

30% and 40% (7, 8). This frequency also varies according to tumor type (40% in hereditary 

non polyposis colorectal cancer (HNPCC) and 32% in sporadic colorectal cancer) (9). When 

we compared the results obtained by pyrosequencing with those of classical dideoxy 

sequencing, we obtained concordance in 54 out of 57 samples (95%). For only three tumors 

was a mutation detected by pyrosequencing but not by BigDye Terminator sequencing, which 

was directly related to the difference in sensitivity between the two methods. We obtained the 

same results as those described by Ogino et al. (10), a study which used a different 

pyrosequencing method. They developed an assay using whole-genome amplified DNA from 

paraffin-embedded tissue. They demonstrated that pyrosequencing has a higher analytical 

sensitivity (approximately 5%) than dideoxy sequencing (approximately 20%). Another 
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pyrosequencing method has been published by Poehlmann et al. (11). They only tested fresh 

frozen tissues and can only analyze position 2 of codons 12 and 13. 

A sensitive method based on HRM (high-resolution melting) analysis to characterize KRAS 

mutations has recently been described (12, 13). The sensitivity was similar (5%–6%) to what 

we observed with pyrosequencing, but it is a screening methodology and must be combined 

with dideoxy sequencing for mutation identification. 

In conclusion, we have presented a robust assay for screening and identifying mutations on 

both positions 1 and 2 of the KRAS codons 12 and 13. This assay is directly applicable on 

formalin-fixed and paraffin-embedded clinical tissues. This method is more sensitive, less 

time-consuming and less expensive than classical sequencing (14). 
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Table 1:  KRAS status (wild type or mutant) determined by classical dideoxy sequencing or 

by pyrosequencing on 57 colon cancer tissues 

           Results of dideoxy   
                          sequencing 
Results of 
 pyrosequencing 

 

Wild type 

 

Mutant 

 

Wild type 

 

37 

 

0 

 

Mutant 

 

3 

 

17* 

*: for each sample the same mutation was detected by the two methods  
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Figure 1: KRAS pyrosequencing assay 

Figure 1A: Design. PCR with I-F and I-R primers amplifies a first segment of KRAS exon 1 

containing codons 12 and 13 (black box). The PS-F and PS-R primers were used for the 

second PCR and PS-R was biotinylated. The (PS-seq) pyrosequencing primer can detect 

common codon 12 (positions 1 and 2) and codon 13 (positions 1 and 2) mutations (black box).  

Figure 1B: Examples of pyrograms obtained when position 1 was analyzed on human blood 

lymphocyte (BC) and A549 cells or position 2 on BC, SW480, LoVo and LS174T cells.  

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

*these results correspond to five independent analyses of the same sample. 
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3 . Discussion de l’analyse du statut de KRAS par pyroséquençage 

 

Nous avons développé une méthode simple, robuste et sensible de séquençage pour la 

détection des mutations de KRAS. Elle est adaptée aux échantillons fixés et inclus en paraffine 

car la PCR nichée permet une amplification plus importante et plus spécifique de la séquence 

à analyser. Nous avons ainsi montré que le pyroséquençage avait une meilleure sensibilité 

analytique (meilleure limite de détection : 5 %) que le séquençage direct quelque soit la 

mutation de KRAS analysée.  

La comparaison des résultats obtenus par séquençage direct et par pyroséquençage 

montre une bonne concordance (95 %) entre les deux méthodes. Toutefois, comme le 

pyroséquençage est plus sensible, il a permis de déterminer trois mutations qui n’avaient pas 

été identifiées par le séquençage direct. Dans cette étude, nous avons déterminé que 35 % des 

échantillons été mutés, ce qui est en accord avec les chiffres rapportés dans la littérature 

(KRAS muté dans 30 à 40 % des cancers colorectaux) (Forbes et coll., 2006). De plus, la 

répartition des mutations des codons 12 et 13 est également similaire à celle décrite par la 

littérature (Forbes et coll., 2006). Le codon 12 est muté dans 90 % des cas (versus 83 % dans 

la littérature) et le codon 13 est muté des 10 % des cas (versus 17 %).  

L’analyse des mutations de KRAS par pyroséquençage a déjà fait l’objet deux 

publications. La méthode développée par Ogino et coll. (2005) est applicable aux échantillons 

inclus en paraffine et permet la détermination de toutes les mutations des codons 12 et 13, 

mais elle utilise différentes amorces de séquence selon les mutations recherchées. D’autre part, 

la méthode utilisée par Poehlmann et coll. (2007), n’a été testée que sur des échantillons 

congelés et permet d’analyser uniquement les positions 2 des codons 12 et 13. Notre 

technique, qui utilise une seule amorce de séquence, est plus simple d’utilisation et surtout 

elle permet l’identification des mutations des positions 1 et 2 des codons 12 et 13 à partir de 

tous types de prélèvements (congelés et inclus en paraffine). 

 

La mise en place du STIC MOKAECM (évaluation de la détection des Mutations de 

l’ Oncogène KRAS pour le traitement par les Anticorps anti-EGFR des patients porteurs d’un 

cancer Colorectal Métastatique), auquel participe l’ensemble des plateformes INCa de 

génétique des tumeurs va nous permettre de comparer cette méthode à d’autres méthodes 

alternatives, tels que le séquençage direct, la PCR en temps réel (Taqman), le SNaPshot, le 

pyroséquençage et la méthode HRM suivie du séquençage ou de la PCR en temps réel. 



A. CATGAACATGACCCîpAATTCGGATGCAGAGCTT~CCCATGATGATCTGTCCCTCA 
CAGCAGGGTCTTCTCTGTTTCAGGGCATGAACTACTTGGAGGACCGTCGCTTGGTGC 

ACCGCGACCTGGCAGCCAGGAACGTACTGGTGAAAACACCGCA~CATGTCAAGATCA 

~TGGGCiGGCCAAACTG~GGTGCGGAAGAGAAAG~TACCATGCAG 

B 
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Figure 19. Analyse de la mutation c.2573T>G ; p.Leu858Arg (L588R) de l'exon 21 de 
I' EGFR par pyroséquençage. 
A : Choix des amorces PCR (flèches bleues) et de séquence (flèche rouge) . La position de la 
mutation est en rouge. O : biotine. 
B : Analyse par électrophorèse sur gel d'agarose des différentes conditions de PCR testées et 
sélection (cadre jaune) des conditions optimales. 
C : Exemples de pyrogramrnes obtenus après amplification de l 'ADN extrait à partir de Buffy 
Coat (BC) ou de la lignée Hl 975. 
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4. Recherche des mutations du gène EGFR 

4.1. Mutation L858R de l'exon 21 

Les amorces PCR définies pour l'amplification de l'exon 21 permettent l'obtention 

d'un fragment de 195 pb. Après optimisation, les conditions d'amplification sont les 

suivantes : dénaturation initiale à 95°C pendant 10 minutes, 45 cycles (20 s à 95°C, 20 s à 

61°C, 20 s à 72°C), élongation finale à 72°C pendant 10 minutes. La concentration de MgCh 

utilisée est de 1,5 mM. Pour l'analyse au pyroséquenceur, l'ordre de dispensation des 

nucléotides est CTGCGTGTCA (figure 19). 

Nous avons ensuite déterminé la sensibilité de la méthode à l'aide de la lignée H1975 

qui est mutée (c.2573T>G ; p.Leu858Arg (L858R)). L' ADN de cette lignée a été dilué avec 

l' ADN extrait de buffy coat (sauvage), dans différentes proportions ( 100 %, 80 %, 60 %, 

40 %, 20 %, 10 %, 5 % et 0 %) (tableau XI). La limite de détection de cette technique est de 

l'ordre de 10 % d'ADN muté. 

Proportion 

ADN muté/ 

ADN sauvage 

H1975 Exo 

Tableau XI . Sensibilité du pyroséquençage pour détecter 
la mutation L858R de l'exon 21 del' EGFR. 

10010* 80 f 20 60 / 40 40/ 60 20 / 80 10 / 90 

2,1% 25,8 14,4 6 1 0 

* : ces résultats correspondent à trois analyses indépendantes du même échantillon. 

5 / 95 0/100 

0 0 

Nous avons comparé les résultats obtenus par séquençage direct et pyroséquençage 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 l'exon 21 de l'EGFR (sauvage ou muté) 
déterminé par séquençage direct et par pyroséquençage 

Séquençage 
Sauvage Muté 

Sauvage 43 0 

Muté 1 7 

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

par pyroséquençage. 
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A. TCCATGTGCCC~TCCTTCTGGCCACCAT~AGCCACACTGACGTGCCTCTCCCTC 
CCTCCAGGAAGCCTACGTGATGGCCAGCGTGGACAACCCCCACGTGTGCCGCCTGC 

TGGGCATC GCCTCACCTCCACC ~GclGCTCATCAIGCAGCTCATGCCCTTCGGCT 
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Figure 20. Analyse de la mutation de résistance c.2369C>T ; p.Thr790Met (T790M) et du 
polymorphisme c.2361G>A; p.Gln787Gln de l'exon 20 del' EGFR par pyroséquençage. 
A : Choix des amorces PCR (flèches bleues) et de séquence (flèche rouge). La position de la 
mutation est en rouge. O : biotine. 
B : Analyse par électrophorèse sur gel d'agarose des différentes conditions de PCR testées et 
sélection (cadre jaune) des conditions optimales. 
C : Exemples de pyrogrammes obtenus après amplification de l' ADN extrait à paiiir de Buffy 
Coat (BC) ou de la lignée H1975. 
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4.2. Mutation de résistance T790M de l'exon 20 

Pour l'exon 20, les amorces PCR sélectionnées permettent l'obtention d'un fragment 

de 185 pb. Après optimisation, les conditions d'amplification sont les suivantes: dénaturation 

initiale à 95°C pendant 10 minutes, 45 cycles (20 s à 95°C, 20 s à 58°C, 20 s à 72°C), 

élongation finale à 72°C pendant 10 minutes. La concentration de MgClz utilisée est de 

2,5 mM. L'analyse des fragments est réalisée avec l'ordre de dispensation des nucléotides 

suivant : TGCAGACTCATCACTG (figure 20). 

La sensibilité de la méthode a également été déterminée avec l' ADN de la lignée 

Hl975 qui possède la mutation de résistance T790M (c.2369C>T ; p.Thr790Met). De la 

même manière que pour l'exon 21, l' ADN de cette lignée a été dilué avec l' ADN extrait de 

buffy coat, dans différentes proportions ( 1 OO %, 80 %, 60 %, 40 %, 20 %, 10 %, 5 % et 0 % ) 

(tableau XIII). La limite de détection de cette technique est de l'ordre de 5 % d' ADN muté. 

Tableau XIII . Sensibilité du pyroséquençage pour détecter 
la mutation T790M de l'exon 20 del' EGFR. 

Proportion 

ADN muté/ 

ADN sauvage 

1001 O* 80 / 20 60 I 40 40 I 60 20 I 80 1 0 I 90 5 I 95 0 / 1 OO 

H1975 Exon 20 65,3 ± 2. i % 45,5 17,7 0 

* : ces résultats correspondent à trois analyses indépendantes du même échantillon. 

Parmi les 17 échantillons analysés par séquençage direct et par pyroséquençage, 

10 étaient congelés et 7 étaient fixés et inclus en paraffine. Le statut de l' exon 20 est sauvage 

pour tous les échantillons, quelque soit la méthode utilisée. 

L'analyse de l'exon 20 par pyroséquençage permet également de mettre en évidence 

un polymorphisme (c.2361G>A ; p.Gln787Gln). Celui-ci n'a pas de valeur prédictive de 

réponse et il est détecté dans la majorité des échantillons. 
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A CACTGGGCAGFA TGTGGCACCATCTCACA~TGCCAGTTAACGTCTTCCTTCTCTCTC 
TGTCATAGGGACTCTGGATCCCAGAAGGTGAGAAAGT~AAAATTCCCGTCi»TATCAA 
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Figure 21. Analyse de la délétion LREA de l'exon 19 de l'EGFR par pyroséquençage. 
A : Choix des amorces PCR (flèches bleues) et de séquence (flèche rouge). La position de la 
mutation est en rouge. 0 : biotine. 
B : Analyse par électrophorèse sur gel d' agarose des différentes conditions de PCR testées et 
sélection (cadre jaune) des conditions optimales. 
C : Exemples de pyrogrammes obtenus après amplification de l 'ADN extrait à partir de Buffy 
Coat (BC) ou de la lignée H1650 ( c.2235_2249del; p.Glu746_Ala750del). 

PM 

~500pb 

~250pb 

Figure 22. Analyse des produits PCR de l'exon 19 sur gel d'agarose. 
Des mélanges ADN muté/ ADN sauvage contenant différents pourcentages 
d' ADN muté de la lignée Hl 650 ont été amplifié pour l' exon 19 
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4.3. Délétion LREA de l'exon 19 

Les amorces PCR définies pour l'amplification de l'exon 19 permettent l'obtention 

d'un fragment de 180 pb. Après optimisation, les conditions d'amplification sont les 

suivantes : dénaturation initiale à 95°C pendant 10 minutes, 45 cycles (20 s à 95°C, 20 s à 

62°C, 20 s à 72°C), élongation finale à 72°C pendant 10 minutes. La concentration de MgCh 

utilisée est de 1,5 mM. L'ordre de dispensation des nucléotides pour l'analyse de fragment est 

GTATCAGACATGAC (figure 21). 

La lignée H1650, qui présente la délétion c.2235_2249del ; p.Glu746_Ala750del 

(LREA) de l'exon 19, a été utilisée pour la mise au point. Lorsqu'un échantillon présente une 

délétion, une double bande est détectée lors de l'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 l' ADN de la lignée H1650 mélangé avec de l' 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 l'ex on 19 sont toutes centrées sur 

le motif LREA, mais elles ne possèdent pas toutes les mêmes bornes. Ainsi, l'identification 

précise de la délétion n'est pas possible par pyroséquençage. Cette analyse permet 

uniquement de confirmer ou d'infirmer le statut sauvage de l'exon 19. 

Nous avons ensuite comparé les résultats obtenus par séquençage direct et 

pyroséquençage sur 16 échantillons congelés (n=3) ou fixés et inclus en paraffine (n=l3). La 

concordance des résultats est de 87,5 % (14 échantillons sur 16) (tableau XIV). Le 

pyroséquençage permet cependant de mettre en évidence des délétions pour deux échantillons 

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

Tableau XIV. Statut de l'exon 19 del' EGFR (sauvage ou muté) 
déterminé par séquençage direct et par pyroséquençage 

Séquençage 
Sauvage Muté 

Muté 2 10 
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5 . Discussion de l’analyse de mutations de l’EGFR par pyroséquençage 

 

L’utilisation du pyroséquençage est intéressante pour l’analyse des exons 20 et 21 et 

permet la détection des mutations avec une meilleure sensibilité (5 à 10 %) que le séquençage 

direct.  

Les conditions déterminées pour analyser l’exon 19 permettent de détecter les allèles 

délétés sur gel d’agarose avec une sensibilité de 6 %. En effet, Sugio et coll. (2006) ont déjà 

décrit que la double bande, détectée lors de l’analyse sur gel d’agarose ou de polyacrylamide 

des produits PCR de l’exon 19, est caractéristique des échantillons délétés. L’analyse par 

pyroséquençage est utilisée pour confirmer le statut sauvage, mais ne permet pas de 

caractériser précisément une délétion. L’identification de celle-ci doit être réalisée par 

séquençage direct. 

De la même manière que pour KRAS, les résultats obtenus par séquençage direct et par 

pyroséquençage sont comparables, mais certaines mutations de l’EGFR sont détectées 

uniquement par pyroséquençage. Ces différences observées sont directement liées à la 

différence de sensibilité des deux méthodes. 

Pour l’exon 18, l’amplification PCR a été mise au point, mais nous ne possédons pas 

de lignée cellulaire ou d’échantillons présentant de mutations de l’exon 18, qui permettraient 

de déterminer la sensibilité de cette méthode. 

 
D’autres méthodes (technique HRM, d-HPLC, ...) d’analyse des mutations de KRAS et 

de l’EGFR ont été décrites. Comme le pyroséquençage, elles sont plus rapides, moins 

coûteuses et plus sensibles que le séquençage direct. Certaines nécessitent un équipement 

particulier ou sont des méthodes de criblage qui doivent être couplées à une méthode 

d’identification des mutations. A l’heure actuelle, aucune recommandation n’existe pour leur 

utilisation en clinique, mais des études nationales sont mises en œuvre pour les évaluer et les 

comparer. 
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MÉMOIRE SOUTENU PAR  : Sandrine DUFORT 

TITRE  : Marqueurs moléculaires et thérapies ciblées : exemple des mutations de l’EGFR et 

de KRAS comme marqueurs prédictifs de réponse aux agents ciblant l’EGFR 

 

 

CONCLUSIONS 
 

 

Les cancers broncho-pulmonaires (CBNPC) et colorectaux sont les deux premières 

causes de mortalité par cancer dans le monde. Détectés tardivement, ils sont de très mauvais 

pronostic, avec une survie à 5 ans respectivement de 12 % et 5 %. Récemment, de nouvelles 

thérapies dites ciblées, comme par exemple les anticorps monoclonaux anti-EGFR ou les 

inhibiteurs de l’activité tyrosine kinase (TKI) de l’EGFR, ont été développées. Une faible 

proportion des patients porteurs d’un cancer broncho-pulmonaire ou colorectal répond à ces 

traitements ; leur survie est augmentée et leur qualité de vie améliorée. Différentes études ont 

permis de préciser les facteurs prédictifs de réponse, tels que les mutations des exons 18 à 21 

de l’EGFR et celles de l’exon 1 de KRAS. Ainsi, les anticorps monoclonaux sont indiqués 

dans le traitement du cancer colorectal métastatique lorsque KRAS est sauvage. Pour le 

traitement des CBNPC par TKIs, le statut mutationnel de l’EGFR est en cours d’évaluation 

 

Au laboratoire, nous avons mis en place ces nouvelles analyses. Dans un premier 

temps, la recherche des mutations a été réalisée par séquençage direct. Mais cette méthode est 

coûteuse, longue et peu sensible (limite de détection de 20 à 25 %). Nous avons donc 

développé une méthode alternative : le pyroséquençage. Cette méthode permet d’analyser les 

mutations des codons 12 et 13 de l’exon 1 de KRAS, les mutations/délétions les plus 

fréquentes de l’EGFR  (mutation L858R de l’exon 21 et délétion LREA de l’exon 19), ainsi 

que la mutation de résistance T790M de l’exon 20. Applicables à tous les types de 

prélèvements (congelés, fixés et inclus en paraffine), cette technique est rapide et sensible 

(limite de détection de 5 à 10 %).  

 

Différentes méthodes, de sensibilité similaire au pyroséquençage, sont également 

décrites pour la recherche des mutations de KRAS et de l’EGFR. Toutefois, il n’existe aucune  

recommandation concernant la technique à utiliser en routine. Au niveau national, différentes 
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études ont été mises en place pour comparer et valider les méthodes qui sont le plus robustes 

pour une utilisation en clinique et assurer une prise en charge optimale des malades. 

Le statut de KRAS est ainsi le premier marqueur moléculaire utilisé comme marqueur 

prédictif de réponse aux thérapies ciblées. Le développement de nouvelles molécules et 

l’évaluation de nouveaux marqueurs laissent à penser qu’il ne sera pas le dernier. Ainsi, par 

exemple, les mutations de BRAF, gène impliqué dans la cascade de signalisation de l’EGFR, 

semblent également prédictives de la réponse aux antagonistes de l’EGFR, et la méthylation 

du gène MGMT cible les patients porteurs d’un gliome susceptibles de répondre au 

temozolomide (Temadol®). 
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Cancer du poumon 
Lignes directrices pour le traitement des échantillons et la déclaration du stade des 
tumeurs 
 
Classification histologique des tumeurs malignes du poumon 
 
Carcinome à petites cellules 
Variantes : Carcinome composite à petites cellules 
Carcinome épidermoïde 
Variantes : Papillaire 
  A cellules claires 
  A petites cellules 
  Basaloïde 
Adénocarcinome * 
  Acineux 
  Papillaire 
  Carcinome bronchiolo-alvéolaire 
   non mucineux (cellules de Clara / pneumocyte de type II) 
   mucineux (cellules caliciforme) 
   mixte mucineux et non mucineux 
  Adénocarcinome solide 
  Adénocarcinomes avec sous-type mixte 
   Variantes :  Adénome embryonnaire bien différencié 
     Adénocarcinome mucineux (« colloïde ») 
     Cystadénocarcinome mucineux 
     Adénocarcinome à cellules en bague 
     Carcinome à cellules claires 
Carcinome à grandes cellules 
Variantes :  Carcinome neuro-endocrine à grandes cellules 
   Carcinome neuro-endocrine composite à grandes cellules 
  Carcinome basaloïde 

Carcinome à type lymphoépithéliome 
  Carcinome à cellules claires 
  Carcinome à grandes cellules et rhabdoïde 
Carcinome adénosquameux 
Carcinome avec éléments pléomorphes, sarcomatoïdes ou sarcomateux 
 Carcinome à cellules fusiformes ou à cellules géantes 
  Carcinome pléomorphe 
  Carcinome à cellules fusiformes 
  Carcinome à cellules géantes 
 Carcinosarcome 
 Blastome pulmonaire 
Tumeur carcinoïde 
 Carcinoïde typique 
 Carcinoïde atypique 
Tumeurs de glandes bronchiques 
 Carcinome mucoépidermoïde 
 Carcinome adénoïde kystique 
 Autres 
 
* Classement : bien différencié, modérément différencié et peu différencié 
 
 
Annexe I . Classification histologique des tumeurs malignes pulmonaires selon l’OMS 
D’après Brambilla et coll., 2001. 
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ONÇAUVëJu:;;NE 

GROUPE DE TRAVAIL REFERENTIELS COMMUNS DE PROTOCOLES DE CHIMIOTHERAPIE 
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lnütulé du protocole Schêma thérapeutique Stade Groupe de rëférence Références bibliographK;,ues 

Loca!ement av3ncè 
Pemetrexed ou mêtastatique, si 

PEMETREXED 500mg/m'J1 
histologie non à 

A - 1 HANNA ET Al. 
EN MONOTHERAPIE prédominance (16) Tous les 21 jours 

épidermoide 
(2'~ ligne) 

- Cisplatine Loca~ment avancê 
ou métastatique, si 75 mg/nl' J1 histologie non à SCAGLIOTTI ET Al. CISPLATINE -PEMETREXED - Pemetrexed A - 1 

500mg/m' J1 prédominance (41] 
épidermoïde Tous les 21 jours 
(1~e E.gne) 

- Bevacizumab Avancé-et non 
7,5mglkg J1 opérable, 

BEVACIZUMAB - CISPLATINE - - Cisplatine métastatique ou en AMM Bevacizumab 
PEMETREXED 75mg/m' J1 rechute. si histologie A - 1 

Pas de-littérature - Pemetrexed non à prédomîna1lce 
500mglm'J1 épidermoîde 

Tous les 21 jours (1ere l;g.n.e) 
GRIDEU I ET Al. 

Gemcitabine Gemcitabine 
[131 

GEMCIT ABINE Loca~ment avancê MANEGOLD ET Al. 
EN MONOTHERAPIE 1250 mgim'J1 , JB 1000 mg/m' J1, JS, J15 ou métastatique A - l 

1281 Tous les 21 jours Tous les 28 jours 
VANSTEENKISTE ET Al. 

1541 
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- Cisplatine - Cisplatîne SANDLER ET AL. 
80 mg/m'J1 100 mg1m: J1 

Loca~ement avancé (39] 
CISPLATINE - GEMCITABINE - Gemcitabîne - Gemcitabine ou métastatique A - 1 

1250 mgrm: J1, J8 1000 mg/m' J1, J8, J15 SMIT ET Al. 
Tous les 21 jours Tous les 28 jours (46] 

- Bevacizumab - Bevacîzumab Avancé et non 
7,5mgil<gJ1 7,5 mg/kg J1 opérable, 

BEVACIZUMAB - CISPLATINE -
- Cisplatine - Cisplatine métastatique ou en MANEGOLD ET Al. 

GEMCIT ABINE 80 mg/m'J1 100 mglm' J1 rechute, si histologie A - 1 (27] 
- Gemcitabîne - Gemcitabine non à prédominance AM.M Bevacîzumab 

1250 mglm' J1, J8 1000 mg/m' J1 , J8, J15 épidermoïde 
Tous les 21 jours Tous les 28 jours (1«• 1;gne) 

- Carboplatîne 
AUC 5 (Calvert) J1 Loca~ement avancé RUDD ET AL. CARBOPLATINE -GEMClTABINE - Gemcitabine ou métastatique A - 1 (37] 1200 mglm' J1, J8 
Tous les 21 jours 

- Bevacizumab Avancé et non 
15 mgikg J1 opérable, 

BEVACIZUMAB - CARBOPLATINE -
- Carboplatîne métastatique ou en AMM Bevacizumab 

GEMCIT ABINE AUC 5 (Calvert) J1 rechute, si histologie A - 1 Pas de littérature 
- Gemcitabine non à prédominance 

1200 mglm' J1, J8 épidermoïde 
Tous les 21 jours (1er~ 19gne) 

VINORELBINE INJ 
Vinorelbine 

GRIDEU I ET AL. 
EN MONOTHERAPIE 30 mglm' J1, J8 Métastatique A - 1 (13] Tous les 21 jours 

Cures n~1 2 et 3 
Vinorelbine 

VINORELBINE PER O S 60mgtm: J1 
JASSEM ET AL. 

EN MONOTHERAPIE Cure n~ 4 et suWantes Métastatique A - 1 (19] Vinorelbine 
80mgtm: J1 

Tous les 7 jours 
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Intitulé du protocole Schéma thérapeutique Stade Groupe de référence Références tXblK>graphjques 

ARRIAGADA ET AL. 
(1) 

DOUILLARD ET AL. 
(4) 

Adjuvant A - 1 
- Cisplatine PIGNON ET AL 
80 m~m' J 1 (34] 

CISPLATINE - VINORELBINE INJ - Vinorelbîne 
30 mglm' J1, J8 WINTON ET AL. 

Tous les 21 jours (60] 

GEBBIA ET AL. 

Métastatique 
(11] 

A - 1 
GRIDEU I ET AL. 

(14] 

- Bevacizumab Avancé et non 
7,5m~kg J1 opérable, 

BEVACtZUMAB - CISPLATINE - - Cisplatine métastatique ou en 
AMM Bevacîzumab 

VINORELBINE INJ 80 mgtm: J1 rec.hute, si histologie A - 1 Pas de littérature - Vinorelbîne non à prédominance 
30 mglm' J1, J8 épidermoïde 

Tous les 21 jours c1«• 1;gne) 

Cure n~ 1 
- Cisplatine 
80 m~m' J 1 JASSE/.il ET AL. 

- Vinorelbine înj 
30 mgtm: J1 

(20] 

- Vinorelbine per os 

CISPLATINE - VINORELBINE 60 m~m' J8 

INJ / PEROS 
Cure n~2 et suivantes Métastatique A - 1 

- Cisplatine 
80 mgtm: J1 

- Vinorelbine înj 
30 m~m' J 1 LENA ET AL. 

- Vinorelbine per os (23] 
80 m~m' J8 

Tous les 21 jours 
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cure n~ 1 
- Bevacizumab 
7,5m~kg J1 
- Cisplatine 
80 mgtm: J1 

- Vinorelbine inj 
30 mgtm: J1 Avancé et non 

- Vinorelbine per os opérable, 

BEVACIZUMAB - CISPLATINE -
60 mgtm: Js métastatique ou en 

AMM Bevacizumab 
VINORELBINE INJ J PER OS cure n? et ~ur.:aot@~ rechute, si histologie A - 1 Pas de littérature 

- Bevacizumab non à prédominance 
7,5m~kg J1 épidermoïde 
- Cisplatine {1er~ 19gne) 
80 mgtm: J1 

- Vinorelbine inj 
30 mgtm: J1 

- Vinorelbine per os 
80 mgtm: Js 

Tous les 21 jours 

- Cisplatine 

CISPLATINE - VINORELBINE INJ 80 mgtm: J1 Loca~ement avancé VOKES ET AL. 
•RT 

- Vinorelbine non résécable ou A - 1 [57] 15 mglm' J1, J8 non opérable 
Tous les 21 jours 

- Cisplatine 

CISPLATINE - ETOPOSIDE 50 mglm' J1, J8 Loca~ement avancé A - Médicaments GANDARA ET AL. 
•RT 

-Etoposide non résécable ou non inscrits sur la 
[9] 50 mglm' J1 à J5 non opérable liste hors GHS 

Tous les 28 jours 

- Carboplatine Loca~ement avancé 
non résécable ou 

CARBOPLA TINE - PACLIT AXEL AUC 2 {Calvert) J1 non opérable, en VOKES ET AL. - Paclitaxel A- li •RT 50 mgtm: J1 
cas de contre- [56] 
indication au Tous les 7 jours cisplatine 
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LG - MMP J 07 01_09 

Intitulé du protocole Schéma thérapeutique Stade Groupe de référence Références tXblK>graphjques 

Bevacizumab Avancé et non MANEGOLD ET AL. 
7,5 ou 15 mg/kg opérable, (27) 

BEVACIZUMAB Tous les 21 jours métastatique ou en AMM Bevacizumab 

EN MONOTHERAPIE rechute, si histologie A - 1 
Poursuite du traitement jusqu'à progression non à prédominance SANDLER ET AL. 

de la maladie, après 6 cures du schéma épidermoïde (38) 
bevacizumab - sels de platine {1ere 19gne) AMM Bevacîzumab 

- Gemcitabine 
1000 mglm' J1, J8 Loca~ement avancé GRIDELLI ET AL. GEMCITABINE - VINORELBINE INJ - Vinorelbîne ou métastatique A - 1 (14) 
25 mglm' J1, J8 

Tous les 21 jours 

Avancé ou 
métastatique GATZEMEIER ET AL. 

- Cisplatine (stades lllB et IV). (10) 
80m~m' J1 Patient non candidat 

CISPL.ATINE - PACLITAXEL - Paclitaxel à une chirurgie A - 1 
175 nlg/m: J 1 potentiellement 

GIACCONE ET AL. Tous les 21 jours curative evou à une 
radiothérapie (12) 

(1ere 1Ki:nel 

- Bevacizumab Avancé et non 
7,5m~kg J1 opérable, 

BEVACIZUMAB - CISPL.ATINE - - Cisplatine métastatique ou en 
AMM Bevacizumab 

PACLITAXEL 80m~m' J1 rechute, si histologie A - 1 Pas de littérature 
- Paclitaxel non à prédominance 

175 n19/m: J 1 épidermoïde 
Tous les 21 jours {1ere 19gne) 

Loca~ement avancé KELLY ET AL. 
ou métastatique (21) 

- Carboplatîne Stades 1116 non 
AUC 6 (Calvert) J1 irradiables et IV SCAGLIOTTI ET AL. 

CARBOPLA TINE - PACLIT AXEL - Paclitaxel {1ere 19gne, e-n cas A- li (40) 200 n19/m: J 1 de contre-
Tous les 21 jours indication 

documentée au SCHILLER ET AL 
cisplatine) (42) 

REGIONS RHONE-ALPES ET AUVERGNE - REFERENTIELS COMMUNS DE PROTOCOLES DE CHIMIOTHERAPIE Paoe 5 sur 20 

LG - MMP J 07 01_09 

Intitulé du protocole Schéma thérapeutique Stade Groupe de référence Références tXblK>graphjques 

- Bevacizumab Avancé et non 
15 rngikg J1 opérable, 

BEVACIZUMAB - CARBOPLATINE - - Carboplatîne métastatique ou en SANDLER ET AL. 

PACLITAXEL AUC 6 (Calvert) J1 rechute, si histologie A - 1 (38) 
- Paclitaxel non à prédominance AMM Bevacîzumab 

200 mglm' J1 épidermoïde 
Tous les 21 jours (1«• 1;gne) 

Loca~ement avancé 
- Paclitaxel ou métastatique 

175mglm' J1 {1ere 19gne, en cas SMIT ET AL. 
PACLIT AXEL - GEMCITABINE - Gemcitabine de contre- A- li (46) 

1250 rnglrn' J1, J8 indication 
Tous les 21 jours documentée au 

cisplatine) 

FOSSELLA ET AL. 

DOCETAXEL Docétaxel Loca~ement avancé (8) 
EN MONOTHERAPIE 75m~m' J1 ou métastatique A - 1 

Tou..~ IP.11; '1 jour~ (::!:?an"' lionP.) SHEPHERD ET AL. 
(45) 

- Cisplatine 
Loca~ement avancé 

75m~m' J1 ou métastatique, FOSSELLA ET AL. 
CISPLATINE - DOCETAXEL - Docétaxel non résécable A - 1 (7) 75 mgtm: J1 (1«• ligne) 

Tous les 21 jours 

- Bevacizumab Avancé et non 
7,5m~kg J1 opérable, 

BEVACIZUMAB - CISPL.ATINE - - Cisplatine métastatique ou en 
AMM Bevacizumab 

DOCETAXEL 75m~m' J1 rechute, si histologie A - 1 Pas de littérature 
- Docétaxel non à prédominance 
75 mgtm: J1 épidermoïde 

Tous les 21 jours {1ere 19gne) 

Loca~ement avancé 

- Gemcitabine 
non résécable ou 

1000 rnglrn' J1, J8 
métastatique 

GEMCITABINE -DOCETAXEL - Docétaxel 
(1ere 19gne, en cas 

A- li PUJOL ET AL. 

85mgtm: Js de contre- (36) 
indication 

Tous les 21 jours 
documentée au 

cisplatine) 
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LG - MMP J 07 01_09 

Intitulé du protocole Schéma thérapeutique Stade Groupe de référence Références biblK>graphjques 

- Carboplatîne l ocalement avancé non 
AUC 6 (Calvert) J1 résécable ou métastatique FOSSELLA ET AL. 

CARBOPLATINE - DOCETAXEL -Docétaxel (1t~ ligne, en cas de contre - A- li [7] 75 mgrm: J 1 indication docum entée au 
Tous les 21 jours cisplatine) 

- Bevacizumab 
1Smgil<g J1 Avancé et non opérable, 

BEVACIZUMAB - CARBOPLATINE- - Carboplatîne métastatique ou en rechute~ si AMM Bevacizumab 
DOCETAXEL 

AUC 6 (Calvert) J1 histologie non à A - 1 Pas de littérature 
-Docétaxel prédominance épidem1oïde 
75 mgrm: J 1 (1"' ligne) 

Tous les 21 jours 

ERLOTINIB Erfotînib Localement avancé ou A - Médicament non SHEPH ERO ET AL. 
EN MONOTHERAPIE 150 mg~ métastatique inscri t sur la liste (44] En continu (::!:: 2t me ligne) hors GHS 

u 

Intitulé du protocole Schéma thérapeutique Stade Groupe de référence Références biblK>graphjques 

Ad;uvant, 
en cas de 

contre-indication 
documentée au c ispfatine et 

B - Annexe INCa STRAUSS ET AL. 
chez des patients PS O ou 1 [50] 

- Carboplatine à haut risque de- rechute- : 
AUC 6 (Calvert) J1 stades IB (tumeur> 4 cm}, 

CARBOPLA TINE - PACLIT AXEL - Paclitaxel ll et lllA 

200mg/m' J1 Localement avancé ou KELLY ET AL. 
Tous le-s 21 jours métastatique (21] 

Stades 1118 non irradiables B - Protocole absent SCAGLIOTTI ET AL. 
etlV du référentiel du 

(1t~ ligne, en l'absence d:e l'INCa 
(40] 

contre-indication au SCHILLER ET AL 
cisplatine) (42] 

PACLITAXEL Pacl itaxe-1 Localement avancé ou SOCINSKI ET AL. 
EN MONOTHERAPIE 80 mglm' J1 , J8, J15 métastatique B - Annexe INCa (47] Tous les 28 jours (::!::3trn1t 1igne} 

REGIONS RHONE-ALPES ET AUVERGNE - REFERENTIELS COMMUNS DE PROTOCOLES DE CHIMIOTHERAPIE Pane 7 sur 20 

LG - MMP 107 01_09 

C- PROT~Qlf.U!Pli.A!/IQR!SES 

Intitulé du protocole Schéma thérapeutique Stade Groupe de référence Références tXblK>graphjques 

Fom1es épidennoïdes ou à 
potentiel hémorragique C- 111 

important 

Fom1es non épidennoïdes et à 
potentiel hémorragique faible, 

C - Annexe INCa en phase péri-opératoire 

BEVACIZUMAB 
{néoadjuvant, adjuvant) 

Fom1es non épidennoïdes et à 
potentiel hémorragique faible, 

C - Annexe INCa en radiocllîmK>théraoie 
concomitante 

Fom1es non épidennoïdes, 
stade localement avancé ou 

C - Annexe INCa métastatique 
("2"'' 1igne) 

PEMETREXED Adjuvant C - Annexe INCa 

IRINOTECAN C - Annexe INCa 

OXALIPLATINE C - Annexe INCa 

CETUXIMAB C - Annexe INCa 

GEMCIT ABINE Adjuvant C - Annexe INCa 

GEMCIT ABINE + RT Localement avancé non C- 111 résécable ou non opérabfe 

POL YCHIMIOTHERAPIE TRIPLET, C - Protocole absent 
QUELS QUE SOIENT LES du référentiel de 

MEDICAMENTS ASSOCIES l'INCa 
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LG - MMP / 14 05_08 

Intitulé du protocote Schéma thérapeutique Stade Groupe de référence Référ·ences biblK>g:raphjques 

Schéma YCHOU 
Schéma FALCONE - l:rinotécan Métastatique 

- lrinotécan 180 mglm' J1 
1~"" ligne 

FALCONEA 
16Smg/m' J1 - Oxalîplatîne A réserver aux (30] 
- Oxaliplatine 85mglm' J1 patients pour FOLFIRINOX 85mg/m' J1 - Acide folinique lesquels un 

-Schéma FALCONE - Acide folinique B.: 400 mg/m' J1 
tra:tement médicaJ 

A - Il 
-Schéma YCHOU a: 400 mglm' J1 J. : 200 mg/m' J1 complémentaire à la !.. : 200 mg/rn' J1 - 5-Fluoro-uracile chimiothérapie 

- 5-Fluoro-uracile 400 mglm' J1 pou11ai1 être YCHOUM 
3200 mglm' J1 (48 h) - 5-Fluoro-uracife envisagé (80] 

Tous les 14 jours 2400 mg/m' J1 (48 h) 
Tous les 14 jours 

Schéma classîgue 
- Bevacizumab 

Schéma s!m12;lif îé 
- Bevacîzumab 

5 mgikg J1 5 mg/kg J1 
- Acide folinique - Acide folinique 

BEVACIZUMAB - LV5FU2 a : 200 mglm' J1, J2 a: 400 mg/rn' J1 HURWITZ H -Schéma classique J.: 100mg/m' J1, J2 J. : 200 mg/m' J1 Métastatique A - 1 (42] 
-Schéma simplifié - 5-Fluoro-uracile - 5-Fluoro-uracife 

400 mg/m' J1, J2 400 mglm' J1 
- 5-Fluoro-uracile - 5-Fluoro-uracife 
600 mg/m' J1, J2 2400 mg/m' J1 (48 h) 
Tous les 14 jours Tous les 14 jours 

- Bévacizumab 
5mglkg J1 

- lrinotécan 
180 mg/m' J1 

- Acide folin ique 

BEVACIZUMAB - FOLFIRI a : 400 mglm' J1 Métastatique A - 1 
HURWITZH 

!.. : 200 mglm' J1 (42] 
- 5-f luoro-uracile 

400 mg/m' J1 
- 5-f luoro-uracile 

2400 mglm' J1 (48 h) 
Tous les 14 jours 

R = mèlange racem1que ei L = forme levogyre 

REGIONS RHONE-ALPE.S ET AUVERGNE - REFERENTIELS COMMUNS DE PROTOCOLES DE CHIMIOTHERAPIE Pane 3 sur 27 

LG - MMP / 14 05_08 

Intitulé du protocote Schéma thérapeutique Stade Groupe de référence Références biblK>g:raphjques 

~,b~Dlil ~!a~~ÎSIHS: ~~lléwa l't:W121ii îé 
- Bévacizumab - Bévacizumab 

5 mgikg J1 5 mg/kg J1 GIANTONIOBJ 
- Oxal iplatine - Oxaliplatine (36] 
85mg/rn' J1 85mglm' J1 

BEVACIZUMAB - FOLFOX 4 - Acide folinique - Acide folinique 
-Schéma classique .B. : 200 mglm' J1, J2 B.: 400 mg/rn' J1 Métastatique A - 1 
-Schéma simplffié ,L: 1oomg1m: J1, J2 .L: 200 mg/m' J1 

- 5-Fluor o-uracile - 5-Fluoro-uracile 
400 mglm' J1, J2 400 mglm' J1 SALTZ L 
- 5-Fluor o-uracile - 5-Fluoro-uracile (66] 
600 mglm' J1, J2 2400 mglm' J1 (48 h) 
Tous les 14 jours Tous les 14 jours 

- Bévacizumab 
7,5 mglkg J1 
- Oxalîplatine SALTZ L 

BEVACIZUMAB - XELOX 130 mg/m' J1 Métastatique A - 1 (66] - Capécitabine 
2000 mglm' J1 à J14 

Tous les 21 jours 

Schéma classîgue Schémas s.irnlelif îés Métastatique 
Cure n°1 * Schéma n°1 ~2~--e ligne 

A - 1 
CUNNINGHAM D 

- Cétuxîmab -Cétuxîmab avec expression (19] 
400mglm' J1 500 mglm' J1 EGFR 
250mglm' J8 - lrînotécan 
- lrînotécan 180 mglm' J1 

CETUXIMAB - IRINOTECAN 180mglm' J1 Tous les 14 jours CHUNG KY 
-Schéma classique Gure n°2 et SUÎVDntes * Schéma n°2 

(14] 
-Schémas simplffiés Reprise à J15 Curen°1 

Métastatique 

- Cétuximab Cure n°1 du schéma 
~2~--e ligne 

A - Il 
250 mg/m' J15, J22 classique 

quelle que so:t 

- lrinotécan Cure n° 2 et suivantes 
l'expression EGFR 

PIPPASAW 
180mg/n>' J1 5 

Tous les 14 jours 
Repr ise à J15 avec le 
schéma s implifié n° 1 

(61] 

Tous les 14 iours 

lrinotécan 
CUNNINGHAM D 

IRINOTECAN (20] 
EN MONOTHERAPIE 350 mg/m' J1 Métastatique A- 1 

Tous les 21 jours ROUGIER P 
[65] 

- -R - melange racem1que et L - forme le'ltogyre 
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LG - MMP J 14 05_08 

Intitulé du protocote Schéma thérapeutique Stade Groupe de référence Références bêblK>g:raphjques 

Métas ta tique COCCONI G (Patient non traité par A- 1 (15) 
RAL TITREX ED 

Raltitrexed fluoropyrimîdines) 

EN MONOTHERAPIE 3mglm' J1 Métas ta tique 
Tous les 21 jours (Contre-indication ou 

A- li KOHNE CH 
intolérance aux (46) 

fluoroovrîmîdines) 
- Raltitrexed Métas ta tique 
3mglm' J1 

TOMOX - Oxatîplatîne 
(Contre-indication ou 

A- li 
SEITZ JF 

130 mglm' J1 intolérance aux (67) 

Tous les 21 jours fluoropyrimîdines) 

Métas ta tique 

PANITUMUMAB Panitumuunab ~ 2~:rie ligne A - Médicament non VAN CUTSEME 
EN MONOTHERAPIE 6 m~k!I J1 avec expression EGFR inscri t sur la liste 

(76) Tous les 14 jours Patient KRAS non muté hors GHS 
/tvce sauvaoel 

CAPECIT ABINE Capécitabine 
A - Médicament non 

EN MONOTHERAPIE 1650 mg/nl'~ Rectum inscri t sur la liste KRISliNAN S 

• RT 
Pendant toute la durée de la radiothérapie Néoadjuvant hors GHS (47) 

(sauf week-ends et jours fériés} . B PROTOCQLfSDISÇUTESfliRC.!'_IDE 1 NIVfAILO!!..D.E.RECOURSI 

Intitulé du protocole Schéma thérapeutique Stade Groupe de référence Références biblK>g:raphjques 

~,b~Wil '!i1§§~1t"' ~,béWIJ §iWl21lié 
- Oxaliplatine - Oxaliplatine 

ANDRET 85 mgln>' J1 85mglm' J1 
- Acide folinique - Acide folinique (2) 

FOLFOX 4 .B.: 200 mglm' J1 , J2 R: 400 mgtm: J 1 Adjuvant, stade Il -Schéma classique J. : 1 00 m~m' J1,J2 J. : 200 mglm' J1 à haut risque B - Annexe INCa 
-Schéma simplffié - 5-Fluoro--uracile - 5-Fl uoro-uracile 

400 mwm' J1, J2 400mglm'J1 DE GRAMONT A 
- 5-Fluoro--uracile - 5-Fl uoro-uracile [23) 
600 mwm' J1, J2 2400 m~m' J1 (48 h) 
Tous les 14 iour s Tous les 14 iour s 

- Oxatiplatine 
130 mglm' J1 B - Protocole absent CASSIDY J 

XELOX - Capécitabine Métas ta tique du référentiel de (13) 
2000 mglm' J1 à J14 l'INCa 
Tous les 21 jours 

R = mèlange racem1que et L = forme levogyre 

REGIONS RHONE-ALPES ET AUVERGNE - REFERENTIELS COMMUNS DE PROTOCOLES DE CHIMIOTHERAPIE Pane 5 sur 27 

LG - MMP J 14 05_08 

Intitulé du protocote Schéma thérapeutique Stade Groupe de référence Références biblK>g:raphjques 

Schéma classîgue 

Cure n°1 ~soffims l'timn'itîés 
- Cétuxîmab 
400 m.gln>' J 1 * Schéman°1 
250 m.gln>' J8 
- lrînotécan -Cétuxîmab 

180 m.gln>' J 1 500mglm' J1 
- Acide folinique - lrînotécan 
.fl. : 400 mglm' J1 180 mglm' J1 
!.. : 200 m.g/m' J1 - Acide folinique 
- 5-Fluoro-uracile E: 400 mg/m' J1 

400 m.gln>' J 1 !..: 200 mwm' J1 
- 5-Fluoro-uracile - 5-fluoro-uracile Métastatique 

CETUXIMAB - FOLFIRI 2400 mglm' J1 (48 h) 400mglm' J1 1t-~ ligne B - Protocole absent VAN CUTSEME -Schéma classique Tous les 14 jour s - 5-fluoro-uracile du référentiel de 
-Schémas simplffiés 2400 mgln>' J1 (48 h) 

quelle que so:t l'INCa [75) 
Gure n°2 et SUÎVDntes l'expression EGFR 

Re-prise à J15 Tous les 14 jours 

- Cétuxîmab 
250 mwm' J15, J22 * Schéman°2 

- lrînotécan Curen°1 180 m.gln>' J 1 
Cure n°1 du schéma - Acide folinique 

classique .fl. : 400 mglm' J1 
J. : 200 m.g/m' J1 Cure n° 2 et suivantes 
- 5-Fluoro-uracile Re-pr ise à J15 avec le 

400 m.gln>' J 1 schéma s implifié n°1 
- 5-Fluoro-uracile Tous les 14 jours 

2400 mglm' J1 (48 h) 
Tous les 14 jours 

- lrinotécan 
180 mgtim: J1 (1ere cure), puis 220 mg/m: J1 

(~e cure) et 260 mgrm: J1 (3eme cure) 
- Acide folînique 

FOLFIRI FORT .B. : 400 mglm' J1 Métastatique B - Protocole absent DUCREUX M 
Escalade de dose J. : 200 mglm' J 1 1t-~ ligne du référentiel de (29) - 5-f luoro-uracile l'INCa 

400m~m' J1 
- 5-f luoro-uracile 

2400 mglm' J1 (48 h) 
Tous les 14 jours 

R = mèlange racem1que et L = forme levogyre 
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Legends 

· Figures 1 to 3 
• Blinded DNA sample 0 
• Local DNA sam pie 6 

•Figu res 1 to 6, 8 and 10 
· Absence of tumor specimens ~ 
• Failure of DNA amplification -
• Wild type sequence [:=J 
• Mutated sequ ence -
·Kappa test not applicable NA 

· Figures 11, 13 and 15 

·Non amplified in reference center -
• Wild type in referen ce center c:J 
• Mutated in reference and local center -
• Wild type on loc~I ccntcr -
• Non amplified in local center IZ'.il) 

Background 

Epidermal Growth Factor Receptor - Tyrosine Kinase 
lnhibitors (EGFR-TKls), and especially Erlotinib, are 
authorized in Europe for the treatment of metastatic non· 
sm all celt lung carcinoma (NSCLC) after fai1ure of. at least 
one, prior chemotherapy (CT). 

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

ln order to help implementation of these biomarkers in 
France. the French National Cancer lnstitute and French 
Ministry for Health have granted a 2-year multicentric 
prospective project entitled : Evaluation of the EGFR 
M utation status for the administration of EGFR-TKl s in non­
sm all luno Carcinoma IERMETlCI. 
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Global objectives 

ERMETIC project has lhree consecutive objectives : 

·~; to validate several techniques !or the 
detection of molecular alterations in the EGFR pathway 
applicable on paraffin-embedded small-biopsy specimens 
obtained from NSCLC 

• ERMETIC 2 : Io select and hierarchized clinical, 
pathological and biologica1 predictors of EGFR-TKls 
response and cl inical benefit based on a large prospective 
clinical cohort 

• ~: to determine the best strategy to prescribe 
EGFR-TKls i.e. based or not on EGFR-TKls biomarkers of 

term of cost-effect' . . . 
ERMETIC 1 study design 

Tumor bank 
74 tumor surgical specimens 

• 56 females (76%), 18 males (24%) 

·non previously treated patients 

• 53 adenocarcinomas (72%), 11 squamous cell carcinomas 
(15%), 10 large cell carci nomas (13%) 

• 30% to 90% of tumoral cells 

• •enriched" for EGFR mutation 

·12 with established EGFR mutations {16%) 

•38 adenocarcinomas from non-sm okers (72%) 

Methods 
EGFR mutations 

·direct sequencing of exons 18 to 21: alternative techniques 
optionnal 

K·Ras mutations 

• direct sequencing of exon 2 : alternative techniques 
optionnal 

Statistics 
Descriptive analysis 

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

• frequency of wi ld type and 
mutated exons of EGFR and K­
Ras 

· description of each mutation 
using the nomenclature of the 
Human Genome Variation Society 
(http:/twww hovs .org/mutnomen/) 

·description of concordance and 
discordance results for each exon : 
agreement analysis by "kappa· test 
[s:Oto 1] : 
- betweensn11p !ro:en 11nd p•r:1flln-embedà&d 
1peeimen• lor1hereltuencel:1boratory 

· be tweeneachcen1er :1nd 1hereference 
l:ibor;tory 

~~~c~en~~;x:o l :ind blinded speeimen• for 

Results 

Kappa Agreement 

sa Vary bad(1) 

0-0.20 Bad(2) 

0.21-0.40 Poor(3) 

0.41-0.60 Moder<1te (4) 

0.61-0.BO Good(5) 

>0.80 Excellent(6) 

Ali centefS bhnded vs local specimens 
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For elt'on19,6eentel'$ Obt11inedidentieal ONA sequenees on their 
blinded and unblinded tumor samptes . ln Y canters, ONA 
amplif1eationwaselt'ecutable in blindedsamples butnotin unblinded 
andinversety. Fina\ly, ln 3centers mutationwasdetectedin 
unblinded but not in blinded specimen (n"'2) and conversety (n=1). 

For exon21, 10 centers obtained identical ONA sequences on their 
blinded and unblinded tumor samples. ln 4 centers, ONA 
amplification was executable in blinded samples but not in unblinded 
and inversely, Finally .in 1 centermutation wasdetectedin blinded 
butnotin unblindedspecimen. 

For KRas, 1 O cent ers obtained identical ONA sequences on their 
blinded and unblinded tumor samples. ln 3 centers, ONA 
amplification was executable in blinded samples but not in unblinded 
andinversely. Finally,in 2centersmulationwasdetected in 
unblinded butnotin blindedspecimen (n:2)andconversety(n:2). 
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Only 1 local eenter detecied the Sllme number of EGFR mutations as tha reference center (18), 5 
detected more (20 to 23), but 9 centers detected less numbers (1 1 to 17). 

EGFr 
K~pp~ 0.62 

Exon18 Exon19 Exon20 E~on21 KRH Moderate (60%) to good (40%) agreement was observed in results obtained by local centers in 
NA 0.43 NA 0.41 0.74 comparison with the reference center for the identir1eation of EGFR mutations. Agreement was 

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

I! 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
Fig. <1 ; EGF1 

5 of the 74 frozen specimens did not contain any tumor cells, but ONA 
amplification was executabte for each exon in each 69 tumor 
specimens. By contrast. ONA amplification was not executable in 9174 
(12%) para ffin specimens for EGFR (exon 18 : 17174 : exon 19 : 23174 
: exon 20 : 17174and exon 21 : 14174)and6f74 (8%) for K-Ras. 
23 (33%) EGFR mutations were identified in 69 amplified frozen 
specimens among which 21/23 (91 %) concerned e~ons 19 and 21. 18 
(27%) EGFR mutations were identified in 65 paraffin specimens 
amongwhich all (100%)eoncerned e~ons 19 and 21. 100% of the 
mutations were detected in AOC and 62% ln smokers 
14 (22%) K-Ras mutations were identified in 68 amp/ified fro:en 
specimens. 15 (22%) K-Ras mutations were identified in amplified 
paraffin specimens. 100% of the mutations were detected in AOC and 
40% in non-smokers. 
Good agreement existed between results obtained !rom rrozen and 
paraffin specimens (K=0.62 for EGFR: K=0.72 for K-Ras). Mismateh 
results were reta!ed to absence of tumor ce!ls in frozen specimens and 
nonexecutable 

Ali ccntcrs versus rcfcrcnce center 

However, disagreement between local and reference eenter resulted !rom different grounds : 

•ln 9 local centers with moderate agreement for EGFR exon19 mutation identification , 4 did not 
detect EGFR mutations identified by the reference canter, but 5 detected mutations in ONA 
specimensthatwerenotemplifiedorconsideredaswildtypebythereferencecenter 

•ln 11 local eenters with moderate or poor agreement for EGFR uon21 mutation identification, 2 
did not detect EGFR mutations identified by the reference canter, but 9 detected mutations in ONA 
specimens that were nol amplified or considered as wild type by the reference center and were not 
abletoamplifyspecimensidentifiedasmutatedbythereferenceeenter 

JlwlDJlJJJJI 
.. -: =-

r ~ u; ~ 

Ftg , 10 : KRn "" - Flg , 11 : KRuog1.-ortt 

Ali local eenten;: delected less number of K-Ras mutations (5 to 14) than relerenee eenter (15), 
except 1 that detected more mutations(16). 

Moderate agreement was observed in results obtained by local canters in comparison with the 
relerence center for the i:fentification of K-Ras mutations in onty 47%, and unelt'pectedty poor or 
badin53%olcases. 

Oisagreement between local and relerence eenter mainly resulted from the absence of detection of 
K-Ras mutations by local cent ers because of railure of ONA amplification or mis-identification of 
mutation arter sequeneing. ln several cases. local canters also deteeted mutations in ONA 
specimens that were not amplified or considered as wild type by the reference eenter. 
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Acceptable agreement between different centers 
for sequenc1ng EGFr and K-Ras mutations on 
paraffin blacks 
lmplementat1on of quality procedures to enhance 
concordance between centers 
Green ilght for start of prospective study of 600 
patients (ERMETIC2) 
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Thèse soutenue par : Sandrine DUFORT 
 

Titre :  

Marqueurs moléculaires et thérapies ciblées : exemple 
des mutations de l’EGFR et de KRAS comme marqueurs 

prédictifs de réponse aux agents ciblant l’EGFR 
 
 
Résumé : 

Les cancers broncho-pulmonaires (CBNPC) et colorectaux sont les deux premières 

causes de mortalité par cancer dans le monde. Détectés tardivement, ils sont de très mauvais 

pronostic, avec une survie à 5 ans respectivement de 12 % et 5 %. Récemment, de nouvelles 

thérapies dites ciblées, comme par exemple les anticorps monoclonaux anti-EGFR ou les 

inhibiteurs de l’activité tyrosine kinase (TKI) de l’EGFR, ont été développées. Une faible 

proportion des patients porteurs d’un cancer broncho-pulmonaire ou colorectal répond à ces 

traitements ; leur survie est augmentée et leur qualité de vie améliorée. Différentes études ont 

permis de préciser les facteurs prédictifs de réponse, tels que les mutations des exons 18 à 21 

de l’EGFR et celles de l’exon 1 de KRAS. Ainsi, les anticorps monoclonaux sont indiqués 

dans le traitement du cancer colorectal métastatique lorsque KRAS est sauvage. Pour le 

traitement des CBNPC par TKIs, le statut mutationnel de l’EGFR est en cours d’évaluation. 

 

Au laboratoire, l’analyse des mutations a dans un premier temps été réalisée par la 

méthode de référence, le séquençage direct, puis une technique alternative, le pyroséquençage 

a été développée. Cette méthode est plus sensible, plus rapide et moins coûteuse, et permet 

une prise en charge optimale des patients pouvant bénéficier d’une thérapie ciblant l’EGFR. 
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