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WNT Wingless-type MMTV integration site family 

Wnt5a Wingless-type MMTV integration site family, member 5A 

 

 

 

 



 

1 
 

 

 

 

 

Introduction générale 

 



Introduction générale 

 

2 
 

  Le cancer colorectal est l’un des cancers les plus diagnostiqués avec plus d’un million 

de nouveaux cas chaque année dans le monde (1) dont 40 000 nouveaux cas et 9 200 décès en 

France (2).  Dans les cancers colorectaux, plus particulièrement dans leur forme métastatique, 

l’évolution des traitements a permis d’améliorer de façon considérable la survie globale passant de 6 

à 30 mois en 30 ans, notamment grâce à l’avènement de la chimiothérapie, puis des thérapies 

ciblées. Depuis les travaux de Hanahan et Weinberg qui décrivent  la maladie cancéreuse selon 6 

processus (3), puis dix ans plus tard selon 10 processus (4), le cancer apparait clairement comme une 

maladie de la signalisation cellulaire – Figure 1. 

 

 

Figure 1 Les 10 processus de la maladie cancéreuse selon Hanahan et Weinberg. Il existe des 
médicaments visant spécifiquement à contrer chacune des capacités acquises par la cellule 
tumorale. Ces médicaments  sont soit déjà disponibles sur le marché, soit en cours d’essais de 
phase III ou en cours d’essais plus précoces (4).  

 

La meilleure connaissance des mécanismes cellulaires et plus particulièrement des voies de 

signalisation a permis d’améliorer la prise en charge des patients, notamment en proposant pour 
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chacune des anomalies acquises par la cellule cancéreuse, une thérapeutique ciblée. Certaines de ces 

thérapeutiques sont déjà utilisées en routine dans le traitement des cancers colorectaux 

métastatiques, c’est le cas par exemple des médicaments ciblant les récepteurs au facteur de 

croissance épidermique (EGFR). D’autres molécules ciblant les autres anomalies sont quant à elles en 

cours de développement précoce ou en cours d’essai dans des études cliniques de Phases I, II ou III. 

L’exemple le plus connu dans le domaine du traitement des cancers colorectaux métastatiques est 

celui de la protéine RAS. Bien que le gène RAS, codant pour cette protéine, soit connu comme étant 

un oncogène depuis le début des années 1980 (5, 6) ce n’est qu’en 2008 que le lien entre présence 

d’une mutation somatique sur les codons 12 ou 13 et résistance aux traitements anti-EGFR 

(cetuximab ou panitumumab) a été établi (7). Ces découvertes ont permis le développement du 

diagnostic moléculaire et de poser les premiers fondements de la théranostique en cancérologie 

digestive. 

 L’étude des biomarqueurs dans les cancers colorectaux est ainsi devenue la règle lors d’un 

diagnostic de cancer colorectal métastatique. Avant toute prescription d’un traitement anti-EGFR 

associé à une chimiothérapie, la recherche des mutations de RAS, plus précisément des exons 2, 3 et 

4 de KRAS et de NRAS, est désormais obligatoire (8, 9). En plus de ces biomarqueurs maintenant bien 

connus, il semble indispensable d’étudier l’importance d’autres gènes comme BRAF et PIK3CA, 

fréquemment mutés dans les cancers colorectaux métastatiques (10). 

 Au delà des gènes, il est également fondamental de comprendre au niveau fonctionnel, les 

anomalies présentes au sein de la cellule cancéreuse. En effet, parmi les patients pouvant bénéficier 

d’un traitement par anti-EGFR, environ 50% ne répondent pas au traitement (11). Cela signifie 

nécessairement que d’autres facteurs influencent la réponse aux anti-EGFR et à la chimiothérapie et 

de nombreuses études sont actuellement consacrées à l’analyse fonctionnelle des tumeurs en vue 

d’identifier des biomarqueurs utiles à un meilleur guidage thérapeutique. 
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I. Introduction bibliographique et objectifs du travail 

 

I.1. Le cancer colorectal métastatique 

 

I.1.1. Généralités sur le cancer colorectal métastatique 

 

 Selon l’Organisation Mondiale de la Santé, un cancer se caractérise par la prolifération rapide 

de cellules anormales qui peuvent essaimer dans d'autres organes, formant ce qu'on appelle des 

métastases. Le cancer colorectal est un cancer qui se développe dans le gros intestin. Le cancer du 

côlon se réfère, comme son nom l’indique, à un cancer qui se développe dans la plus longue partie 

du gros intestin : le côlon ; le cancer du rectum, dans la dernière partie du gros intestin se terminant 

par l’anus : Le rectum – Figure 2. 

 

Figure 2 Anatomie du système digestif. Les parties du système gastro-
intestinal sont, dans l’ordre, l’œsophage, l’estomac, l’intestin grêle, le gros 
intestin (composé du côlon et du rectum) et l’anus. D’après « Cancer 
colorectal : Un guide pour les patients » - ESMO 2013. 

 

Les cancers colorectaux sont classés en différents stades en fonction de l’étendue de la maladie, à 

l’aide de la classification TNM. Le paramètre T représente la combinaison des facteurs de taille de la 
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tumeur et d’envahissement des tissus voisins, le paramètre N correspond à l’atteinte des ganglions 

lymphatiques et le paramètre M renseigne sur le statut métastatique de la maladie - Tableau 1. 

 

Tableau 1 7ème classification  TNM pour les cancers 
colorectaux, d’après Sobin et al. (12) et du Guide Affection 
Longue Durée de l’HAS et l’INCa « Tumeur maligne, Affection 
maligne du tissu lymphatique ou hématopoïétique – Cancer 
colorectal, Adénocarcinome », Janvier 2012.  

 

A partir de la classification TNM, les cancers colorectaux sont ensuite classés en stades pronostics, les 

Stades I à III correspondant à une maladie localisée d’assez bon pronostic et le stade IV à une maladie 

avancée de moins bon pronostic - Tableau 2. 
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Tableau 2 Classification en stades des cancers 
colorectaux. Plus le stade est élevé, plus la maladie est 
avancée et moins le diagnostic clinique est favorable. 
d’après Sobin et al. (12) et du Guide Affection Longue 
Durée de l’HAS et l’INCa « Tumeur maligne, Affection 
maligne du tissu lymphatique ou hématopoïétique – 
Cancer colorectal, Adénocarcinome », Janvier 2012. 

 

I.1.2. Evolution des traitements du cancer colorectal métastatique 

 

 Depuis plus de 40 ans, un antimétabolite analogue des pyrimidines, le 5 Fluorouracile (5-FU), 

est le médicament principal utilisé dans le traitement des cancers colorectaux métastatiques (13). 

L’ajout au 5-FU d’acide folinique, puis d’oxaliplatine et d’irinotécan a permis d’améliorer de manière 

considérable le taux de réponse (RR), la survie sans progression (PFS) et la survie globale (OS) chez les 

patients atteints d’un cancer colorectal métastatique. Il existe clairement un lien entre l’OS et le 

nombre d’agents cytotoxiques utilisés (14). Des changements dans le mode d’administration du 5-FU, 

notamment son administration en perfusion continue (15) ou sa formulation sous forme de 

prodrogue orale, la capécitabine (16, 17) ont permis d’obtenir des bénéfices sur le RR, la PFS et l’OS. 

En 2000, l’utilisation d’un sel de platine, l’oxaliplatine a démontré son intérêt en association au 5-FU 

et à l’acide folinique (protocole LV5-FU2) permettant d’améliorer significativement la survie sans 

progression de 6,2 à 9,0 mois (p=0,0003) ainsi que le taux de réponse (50,7% vs 22,3% ; p=0,0001) 

(18), sans toutefois démontrer d’amélioration de la survie globale (16,2 vs 14,7 mois ; p=0,12). 

Toutefois, le protocole LV5-FU2 s’est révélé dans cette étude plus efficace en association à 
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l’oxaliplatine en termes de survie sans progression, au prix d’effets indésirables supportables et pour 

une qualité de vie identique ce qui en a fait un traitement de première ligne supérieur au LV5-FU2 

seul. L’ajout au 5-FU d’un inhibiteur de la topoisomérase I, l’irinotécan, a également permis 

d’augmenter de façon considérable le taux de réponse globale (ORR) de 31 à 49% (p>0,001) ainsi que 

l’OS avec une médiane de survie évaluée à 17,4 mois dans le bras irinotécan contre 14,1 mois dans le 

bras 5-FU/LV (p=0,031) (19). 

 

I.1.2.1. Les chimiothérapies cytotoxiques traditionnelles 

 

  Une association de plusieurs agents cytotoxiques doit être envisagée dès la première 

ligne de traitement chez les patients atteints d’un cancer colorectal métastatique afin d’obtenir un 

contrôle de la maladie, une stabilisation, voire une régression. Chez les patients pour lesquels les 

foyers métastatiques sont plus limités et dans des organes accessibles facilement en chirurgie (foie, 

poumon), le but de l’utilisation de la chimiothérapie est également d’obtenir une résécabilité des 

foyers tumoraux et éventuellement permettre une guérison. 

Il est admis que le traitement de première ligne d’un cancer colorectal doit être assez agressif pour la 

tumeur et comporter au minimum deux agents cytotoxiques. L’oxaliplatine ou l’irinotécan sont 

associés au 5-FU dans le protocole FOLFOX et FOLFIRI respectivement. Ces deux molécules sont 

considérées aujourd’hui comme équivalentes et interchangeables (20-22). Le 5-FU injectable est 

parfois remplacé par la capécitabine et associé à l’oxaliplatine (CAPOX ou XELOX) ou au FOLFIRI 

(CAPIRI).  

Ainsi, l’association 5-FU (ou de sa prodrogue) avec l’oxaliplatine, ou l’association 5-FU avec 

l’irinotécan constituent les traitements principaux utilisés en traitement de première ligne des 

cancers colorectaux métastatiques. Le choix de l’utilisation de l’oxaliplatine ou de l’irinotécan est 

guidé par l’état physiopathologique du patient au regard des toxicités pouvant être rencontrées.  
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L’utilisation de trois agents de chimiothérapie a également été envisagée, notamment dans le 

protocole FOLFOXIRI et FOLFIRINOX (5-FU, Oxaliplatine et Irinotécan). Les taux de réponse complets 

(8% vs 6%) et partiels (58% vs 35%), le taux de résection complète (15% vs 6%, p=0,033), la PFS (9,8 

vs 6,9 mois, p=0,0006) et l’OS (22,6 vs 16,7 mois, p=0,032) ont été significativement améliorés dans 

une étude de phase III de 2007 dans le bras FOLFOXIRI par rapport au bras FOLFIRI (23). Cependant, 

une autre étude tend à prouver le contraire, avec aucun bénéfice significatif de l’utilisation du 

protocole FOLFOXIRI par rapport au protocole FOLFIRI (24). Le protocole FOLFIRINOX a démontré son 

intérêt dans l’augmentation du taux de réponse avant chirurgie et de l’amélioration de la résécabilité 

chez les patients présentant des localisations hépatiques de leur maladie (25). 

Les études utilisant une trithérapie 5-Fluorouracile, oxaliplatine et irinotécan se rejoignent 

cependant sur des toxicités accrues, ce qui en clinique, permet difficilement l’utilisation des 

protocoles FOLFOXIRI ou FOLFIRINOX en pratique courante. 

 

I.1.2.2.  Anticorps monoclonaux, protéines de fusion recombinantes et 

inhibiteurs de kinases utilisés dans le traitement des cancers 

colorectaux métastatiques 

 

 L’ajout d’une thérapie ciblée à ces chimiothérapies a globalement été démontré comme 

bénéfique. Ces biothérapies ciblent spécifiquement les récepteurs aux facteurs de croissance 

épidermiques (EGFR) (Panitumumab, Cetuximab) ou les facteurs vasculaires endothéliaux (VEGF) 

(Bevacizumab, Aflibercept). 

 Les molécules anti-EGFR utilisées en association avec la chimiothérapie dans le traitement 

des cancers colorectaux métastatiques sont des anticorps monoclonaux spécifiquement dirigés 

contre le récepteur à l’EGF (EGFR). Le Panitumumab est un anticorps monoclonal recombinant 

humain de type IgG2 et le Cetuximab un anticorps monoclonal recombinant chimérique de type IgG1. 

Depuis 2008, il est reconnu que la présence d’une mutation des codons 12 ou 13 du gène KRAS sur 
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l’ADN tumoral est un facteur prédictif de résistance aux traitements anti-EGFR (7). La présence de 

mutation sur les codons 12 et 13, c’est à dire l’exon 2 de KRAS représente environ 40% des cas. Parmi 

les patients dits « wild-type », c’est à dire dont les tumeurs ne portent pas de mutation sur l’exon 2, 

environ 40 à 50% ne répondent cependant pas ou mal aux anti-EGFR (26). Ces résultats démontrent 

qu’il existe d’autres facteurs potentiellement impliqués dans la réponse aux anti-EGFR. Ainsi, en 

2013, il a été démontré qu’en plus des mutations des codons 12 et 13, la présence de mutation sur 

les exons 2, 3 et 4 de KRAS ou de NRAS, un autre isoforme de la protéine RAS, était un facteur 

prédictif d’absence de réponse aux anti-EGFR (8, 27). 

L’influence de la présence de mutations sur les gènes codant pour des protéines intervenant dans la 

voie de signalisation des MAP Kinases ou de la voie PI3K/AKT/mTOR, a été recherchée. Ainsi, 

l’influence des mutations des gènes BRAF, PIK3CA ou encore de l’expression de la protéine PTEN sont 

des facteurs déjà très étudiés (28). Globalement, la présence de mutation sur BRAF, PIK3CA, tout 

comme sur KRAS ou NRAS, ainsi que la perte d’expression de PTEN sont des facteurs diminuant la 

survie globale, mais seule la présence de mutation sur les exons 2, 3 et 4 de KRAS ou de NRAS est un 

marqueur prédictif reconnu de réponse aux anti-EGFR. 

 

I.1.2.2.1. Le panitumumab 

 

 Le Panitumumab, commercialisé sous le nom Vectibix® par le laboratoire AMGEN, est le 

premier anticorps monoclonal anti-EGFR ayant obtenu grâce aux résultats de l’étude PRIME, 

l’autorisation de mise sur le marché, dans le traitement de première ligne des cancers colorectaux 

métastatiques en association à une chimiothérapie de type FOLFOX chez les patients dont le statut 

mutationnel des codons 12 et 13 de KRAS est sauvage (26). C’est seulement en 2013 que son 

indication a été restreinte aux patients dont les tumeurs sont dites « super wild-type », c’est à dire 

ne portant pas de mutation sur les exons 2, 3 et 4 de KRAS et NRAS (8, 29). L’ajout du panitumumab 
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au protocole de type FOLFOX 4 augmente de façon significative la PFS (10,0 mois vs 8,6 mois, 

HR=0,80, p=0,01) mais la significativité n’est pas atteinte pour l’OS (23,9 mois vs 19,7 mois, HR=0,88, 

p=0,17). Une analyse exploratoire (mise à jour sur plus de 80% des évènements de l’OS) permet 

cependant de montrer de façon significative une amélioration (HR=0,83 ; p=0,03). Dans l’étude 

PRIME, 9% des patients (53 patients) portaient une mutation du gène BRAF sur l’ADN extrait de leur 

tumeur. Pas de différence statistiquement significative n’a été retrouvée compte tenu du faible 

effectif pour un bras de traitement plutôt qu’un autre. Cependant, la présence d’une mutation BRAF 

s’est révélé être un facteur de mauvais pronostic. 

Dans l’étude PEAK (30), étude de Phase II randomisée avec un bras mFOLFOX6 + panitumumab et un 

bras associant le protocole mFOLFOX6 à un antiangiogénique, le bevacizumab, l’objectif principal 

était la comparaison de la PFS. Lorsque l’on compare les patients présentant une mutation sur l’exon 

2 de KRAS aux autres patients, cette étude ne démontre pas de façon significative un bénéfice sur la 

PFS entre les deux bras (PFS médiane de 10,9 vs 10,1, HR=0,87, p=0,353), cependant, un bénéfice sur 

l’OS a été retrouvée chez les patients du bras panitumumab (OS médiane de 34,2 mois vs 24,3 mois, 

HR=0,62, p=0,009). Suite aux nouvelles publications concernant l’impact sur la réponse aux 

traitements par anti-EGFR des mutations des exons 2, 3 et 4 de KRAS et NRAS, une nouvelle analyse a 

été effectuée et permet cette fois de mettre en évidence de manière significative un bénéfice de 

l’utilisation du panitumumab sur la PFS (PFS médiane de 13 mois vs 10,1 mois, HR=0,65, p=0,029) 

ainsi que sur la survie globale (OS médiane 41,3 mois vs 28,9 mois, HR=0,63, p=0,058). Il a été 

également démontré que l’utilisation du panitumumab sur les patients présentant une mutation sur 

les exons 3 ou 4 de KRAS ou 2, 3 et 4 de NRAS était délétère sur la PFS (7,8 mois vs 8,9 mois, 

HR=1,39). 
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I.1.2.2.2. Le cetuximab 

 

 Le cetuximab est un anticorps monoclonal chimérique anti-EGFR de type IgG1 commercialisé 

sous le nom Erbitux® par les laboratoires Merck-Serono. Il a d’abord été utilisé sans distinction chez 

tous les patients atteints de cancers colorectaux, puis, comme le panitumumab, son indication a été 

restreinte d’abord aux patients wild-type pour les codons 12 et 13 de KRAS, puis fin 2013 aux 

patients « super wild-type », sans mutation sur les exons 2, 3 et 4 de KRAS et NRAS. 

Dans l’une des premières études, l’étude de phase III CO.17 chez des patients atteints d’un cancer 

colorectal métastatique et en dernière ligne de chimiothérapie, le cetuximab était comparé à des 

soins de support (Best supportive care). Le cetuximab utilisé en monothérapie a alors montré un 

bénéfice significatif sur la survie globale (6,1 vs 4,6 mois ; HR=0,77 ; p=0,005) et sur la survie sans 

progression (HR=0,68 ; p < 0,0001) (31). L’AMM du cetuximab associé à un protocole de 

chimiothérapie en première ligne de traitement chez les patients atteints d’un cancer colorectal 

métastatique a été obtenue initialement suite à deux études majeures. L’étude de Phase III CRYSTAL 

étudiait l’intérêt de l’association du cetuximab au protocole de type FOLFIRI chez les patients atteints 

d’un cancer colorectal métastatique. Cette étude a démontré que l’ajout du cetuximab chez les 

patients était significativement bénéfique sur la survie sans progression (8,9 vs 8,0 mois ; p=0,048) 

mais pas sur la survie globale (19,9 vs 18,6 mois ; p=0,31) (32). Suite à la publication des résultats 

indiquant l’importance des mutations des codons 12 et 13 de KRAS (7) dans la réponse aux anti-

EGFR, une nouvelle analyse a été effectuée uniquement chez les patients wild-type. Cette nouvelle 

analyse a permis de mettre en évidence un bénéfice significatif sur la survie sans progression (9,9 vs 

8,4 mois) et cette fois également sur la survie globale (23,5 mois vs 20,0 mois) (33). L’étude de phase 

II OPUS quant à elle étudiait l’intérêt de l’ajout du cetuximab à une chimiothérapie de type FOLFOX. 

L’ajout du cetuximab n’apportait pas significativement de bénéfice dans l’analyse initiale, mais en 

considérant les patients wild-type pour les codons 12 et 13 de KRAS, la survie sans progression était 

significativement améliorée dans le groupe cetuximab (HR=0,567 ; p = 0,0064) (34). L’importance du 
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statut KRAS a été soulignée dans une mise à jour de l’analyse statistique en 2011, affirmant l’utilité 

de ce paramètre comme biomarqueur prédictif de réponse au traitement par anti-EGFR (35). 

Une analyse poolée des résultats des études CRYSTAL et OPUS a permis à travers l’étude de 845 

patients de confirmer le bénéfice apporté par le cetuximab à une chimiothérapie de type FOLFOX ou 

FOLFIRI, avec des résultats significatifs aussi bien sur la survie sans progression (HR=0,66 ; p < 0,001) 

et sur la survie globale (HR=0,81 ; p=0,0062) (36). 

Les récentes publication sur l’importance des mutations sur les exons 2, 3 et 4 de KRAS et NRAS sur la 

réponse aux anti-EGFR a permis d’améliorer la sélection des patients pouvant bénéficier de ce type 

de traitement. Ainsi, la sélection des patients « super wild-type » permet une augmentation 

significative de la survie sans progression (HR=0,62 ; p < 0,001) et sur la survie globale (HR=0,87 ;  

p=0,008) (27). 

 

I.1.2.2.3. Le bevacizumab 

 

 Le bevacizumab, commercialisé sous le nom Avastin® par le laboratoire Roche est un 

anticorps monoclonal de type IgG1 spécifiquement dirigé contre le facteur de croissance vasculaire 

de type A (VEGF A). La capture du VEGF par le bévacizumab va empêcher l’activation des récepteurs 

au VEGF (VEGFR-1 et VEGFR-2), ce qui confère à cette molécule une activité antiangiogénique. Le 

bevacizumab est utilisé en association à la chimiothérapie dans le traitement de première ligne des 

cancers colorectaux métastatiques, mais également dans les cancers du sein, les cancers rénaux, les 

cancers de l’ovaire et les cancers bronchiques. 

Dans l’étude E3200, l’ajout du bevacizumab à un protocole de type FOLFOX en seconde ligne de 

traitement chez les patients atteints d’un cancer colorectal métastatique a démontré un bénéfice 

significatif sur la survie sans progression (7,3 vs 4,7 mois ; p < 0,001) et sur la survie globale (12,9 vs 
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10,8 mois ; p = 0,0011) (37). Dans l’étude ML18147, il a été montré que le maintien du bevacizumab 

en seconde ligne après une première ligne de chimiothérapie en comportant déjà, avait un impact 

significatif sur la survie sans progression (5,7 vs 4,1 mois ; p<0,001) et sur la survie globale (11,2 vs 

9,8 mois ; p = 0,0062) (38) et cela indépendamment du statut mutationnel du gène KRAS (39). Une 

méta analyse de 29 études a montré que la survie sans progression et la survie globale médianes 

étaient respectivement de 10,8 et  23,7 mois avec l’association Bévazcizumab FOLFIRI en première 

ligne de traitement (40). 

Enfin, l’utilisation du protocole FOLFIRINOX en association au bevacizumab s’est révélée 

prometteuse chez des patients réfractaires aux autres thérapeutiques, avec notamment une survie 

globale de 11,9 mois (IC 95% [8-18]) (41). 

A ce jour, il n’existe pas de biomarqueur validé prédictif de réponse au bevacizumab. 

 

I.1.2.2.4. L’aflibercept 

 

 L’aflibercept commercialisé sous le nom Zaltrap® par les laboratoires Sanofi est une protéine 

de fusion issue du génie moléculaire capable d’emprisonner le VEGF de type A et B. Cette molécule 

possède l’AMM en seconde ligne de traitement du cancer colorectal métastatique. Dans l’étude 

VELOUR, l’ajout de l’aflibercept à un protocole de type FOLFIRI en seconde ligne, après une première 

ligne contenant de l’oxaliplatine, permet d’augmenter de manière significative la survie sans 

progression (6,90 vs 4,67 mois ; p < 0,001) et la survie globale (13,50 vs 12,06 mois ; p = 0,0032) (42). 

Comme pour le bevacizumab, il n’existe pas à ce jour de biomarqueur prédictif validé de réponse au 

traitement. 
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I.1.2.2.5. Le regorafenib 

 

 Le régorafenib est un inhibiteur de tyrosine kinase multicible (VEGFR 1, 2 et 3, TIE2, RET, RAF-

1, BRAF, PDGFR et FGFR). Il est commercialisé sous le nom de Stivarga® par le laboratoire Bayer 

Pharma. Il est aujourd’hui indiqué en troisième ligne de traitement dans les cancers colorectaux 

métastatiques suite aux résultats de l’étude CORRECT qui comparait son utilisation à des soins de 

support chez des patients en dernière ligne de traitement. La survie globale s’est révélée 

significativement meilleure chez les patients traités par regorafenib (6,4 vs 5,0 mois ; p=0,0052) (43). 

Il n’existe pas à ce jour de biomarqueur prédictif validé de réponse au traitement. 

 

I.1.3. Intérêt de l’évolution des traitements sur la survie globale 

chez les patients atteints d’un cancer colorectal métastatique 

 

 En 30 ans, l’évolution des traitements du cancer colorectal métastatique a permis 

d’augmenter la survie globale de manière considérable. En effet, d’une maladie au pronostic très 

sombre avec une espérance de survie courte de l’ordre de 6 mois, les dernières études font 

désormais état d’une survie globale dépassant les 30 mois (44) – Figure 3 
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Figure 3 Evolution de la survie globale de 1976 à nos jours. L’utilisation d’une mono chimiothérapie, puis de 
l’association de plusieurs cytotoxiques et enfin de thérapies ciblées ont permis de multiplier quasiment par 6 la 
survie globale médiane des patients atteints de cancers colorectaux métastatiques 

L’avènement des thérapies ciblées est pour beaucoup dans l’augmentation de cette survie globale et 

la meilleure prise en charge de cette maladie. Il est aujourd’hui encore difficile de savoir s’il vaut 

mieux privilégier un anti-EGFR ou un antiangiogénique en première ligne de traitement.  

Dans l’étude FIRE-3 qui comparait l’utilisation d’un protocole FOLFIRI avec le cetuximab ou le 

bevacizumab, la survie globale est significativement meilleure chez les patients RAS wild-type ayant 

reçu l’anti-EGFR (28,7 vs 25,0 mois ; p=0,017) (44).  

Les résultats de l’étude CALGB sont pour le moment partiels, puisque cette étude visant à étudier 

l’ajout du cetuximab ou du bevacizumab en première ligne de traitement par FOLFOX ou FOLFIRI, n’a 

pour le moment considéré que les patients sauvages pour les codons 12 et 13 de KRAS et pas les 

super wild-type. Aucune différence significative de survie globale n’a ainsi été démontrée entre les 

deux bras de traitement (45). 
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I.2. Signalisation cellulaire dans les cancers colorectaux 

 

Le développement des connaissances sur les mécanismes favorisant les processus de 

tumorisation fait apparaître que le cancer est une maladie de la signalisation cellulaire (4), 

dépendante d’oncogènes et de gènes suppresseurs de tumeurs. Les recherches de ces dernières 

années ont permis d’élucider une partie des mécanismes moléculaires ainsi que les différentes voies 

de signalisation impliquées dans la cancérisation des tissus. Une superfamille de récepteurs joue un 

rôle très important dans la transformation tumorale d’une cellule : les récepteurs à activité tyrosine 

kinase (RTK) (46). Dix-huit familles de RTK sont identifiées chez les vertébrés – Figure 4. 

 

 

Figure 4 Récepteurs à activité tyrosine kinase. Les récepteurs à l’EGF et au VEGF font partie de cette 
super famille de récepteurs. D’après J. Robert (47) 
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Ces récepteurs sont présents et exprimés dans de nombreux tissus et possèdent un rôle dans 

la physiologie normale des cellules. En particulier, les récepteurs de la famille HER (Human Epidermal 

Receptors) jouent un rôle déterminant dans les mécanismes de cancérisation des cellules. Quatre 

récepteurs homologues forment cette famille. Les récepteurs HER-1 (ou EGFR ou encore C-erbB), 

HER-2 (ou C-erbB2 ou neu), HER-3 (ou C-erbB3) et HER-4 (ou C-erbB4) – Figure 5. 

 

 

Figure 5 Les récepteurs HER et leurs ligands. La fixation du ligand va provoquer l’activation 
du récepteur ce qui permettra alors sa dimérisation et l’activation des voies de 
signalisation. D’après J. Robert (47) 

 

I.2.1. Les récepteurs HER 

 

La structure des récepteurs HER est identique à celle de tous les RTK : Ils sont formés d’une 

seule chaine polypeptidique qui forme un domaine extracellulaire, un domaine transmembranaire et 

un domaine intracytoplasmique. Le domaine extracellulaire possède un site de fixation du ligand du 

récepteur ainsi que deux domaines riches en Cystéine. Le domaine transmembranaire est en hélice 

alpha. Enfin, le domaine intracytoplasmique possède une activité tyrosine kinase. 
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Les rôles des récepteurs HER sont multiples. En particulier, ils sont essentiels à la promotion de la 

division et à la survie cellulaire. Ils stimulent la progression cellulaire et inhibent l’apoptose. Les 

récepteurs HER ont également un rôle dans les mécanismes d’invasion cellulaire et d’angiogenèse. 

Un bon nombre de ligands des récepteurs HER ont été identifiés. En particulier, EGF, TGFα, des 

amphirégulines, des épirégulines et des facteurs de croissance pour HER-1 et des hérégulines pour 

HER-3 et HER-4. Aucun ligand pour HER-2 n’a été identifié à ce jour. Son extrémité N-terminale est de 

manière constitutive dans une conformation proche de celle observée lors de l’activation des autres 

récepteurs de la même famille. Ce récepteur est par conséquent capable de se dimériser en 

permanence. Son mode de régulation pourrait être dépendant de sa partie transmembranaire (48). 

 

I.2.1.1. HER 1 ou EGFR 

 
HER 1 ou EGFR est le premier récepteur à activité tyrosine kinase qui a été caractérisé (49, 50) ainsi 

que l’un des premiers proto-oncogènes identifié (51). C’est une glycoprotéine transmembranaire de 

170 kDa (52). HER1 comporte 3 domaines distincts : un domaine extracellulaire de 621 acides aminés 

(53), un domaine transmembranaire de 23 acides aminés (54) et un domaine intracellulaire de plus 

de 540 acides aminés (54). EGFR intervient dans le développement des tissus d’origine épithéliale. Il 

est intéressant de noter que les trois autres membres de la famille HER (HER 2, 3 et 4) ont pour leur 

part un rôle prépondérant dans le développement des tissus nerveux et musculaires squelettiques 

(50). L’activation d’EGFR est responsable d’une augmentation de la prolifération et de la motilité 

cellulaire ainsi que d’une diminution de l’apoptose. D’un point de vue clinique, la surexpression 

d’EGFR est retrouvée dans de nombreux cancers aussi bien du tractus digestif ou du tractus 

respiratoire et ORL, que de la sphère génitale ou du système nerveux (55-59). Dans tous les cas, la 

surexpression d’EGFR est associée à un pronostic péjoratif et à une agressivité accrue de la maladie, 

notamment avec une augmentation du potentiel métastatique (60, 61). EGFR possède un rôle dans le 

phénomène de transition épithélio-mésenchymateuse ainsi qu’un rôle dans la régulation des 
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métalloprotéases matricielles (62). EGFR possède également un rôle dans la régulation des 

phénomènes d’angiogenèse tumorale, notamment grâce à son rôle de régulation du VEGF-A (63). 

Enfin, un lien de plus en plus évident semble exister entre les récepteurs EGFR et les cellules souches 

tumorales (64). Enfin, EGFR permet de manière indépendante de son activité kinase, de favoriser la 

survie cellulaire par inhibition des phénomènes d’autophagie de par son rôle stabilisant des 

transporteurs du glucose SGLT1 (65). 

L’affinité des récepteurs à l’EGF pour son ligand, l’EGF, est variable. Ainsi, on estime que 10% des 

récepteurs à l’EGF possèdent une affinité haute, tandis que 90% possèdent une affinité dite basse 

(66-70). En fonction du sous-type de récepteur à l’EGF (haute ou basse affinité), différentes voies de 

signalisation seront stimulées de façon préférentielle ; ainsi la fixation au sous-type de forte affinité 

aura pour conséquence une activation des voies RAS/RAF/MAPKinases et PI3K/AKT/mTOR, tandis 

qu’une fixation du ligand aux récepteurs à l’EGF de sous-type de basse affinité aura pour 

conséquence une activation de la voie des STAT (Signal Transducer and Activator of Transcription) et 

de la voie PLC /PKC (Phospholipase C  / Protéine Kinase C) (69). 

La localisation d’EGFR n’est pas uniquement membranaire, il existe également une localisation 

nucléaire d’EGFR (71-73) avec des fonctions précises, notamment l’activation directe de la 

transcription des gènes impliqués dans l’inflammation comme les gènes codant pour la COX-2 (Cyclo-

oxygénase de type 2) (74) ou encore dans le cycle cellulaire comme le gène codant pour la cycline D1 

(75). L’expression nucléaire de EGFR est associée à une augmentation des risques de progression de 

la maladie, une diminution de la survie globale ainsi qu’une résistance à la radiothérapie (76) et à la 

chimiothérapie (77-81). 

EGFR est une cible privilégiée dans le traitement des cancers pulmonaires, des voies aérodigestives 

supérieures et colorectaux. Des inhibiteurs de kinase comme le gefitinib ou l’erlotinib sont ainsi 

utilisés chez les patients atteints d’un cancer bronchique non à petites cellules présentant une 

mutation de sensibilité sur le gène EGFR (82, 83), et le cetuximab et le panitumumab sont deux 
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anticorps monoclonaux ciblant spécifiquement EGFR et utilisés dans le traitement du cancer 

colorectal métastatique (29, 35). 

 

I.2.1.2. HER 2 

 
HER 2, encore appelé ErbB2 (pour sa similarité avec l’oncogène viral v-ErbB du virus de 

l’érythroblastose aviaire), ou neu, est un récepteur à activité tyrosine kinase de 185 kDa (84) qui 

comporte un domaine extracellulaire d’environ 600 acides aminés, un domaine transmembranaire 

en hélice et un domaine intracellulaire portant la fonction tyrosine kinase d’environ 500 acides 

aminés (52). HER2 ne possède pas de ligand propre. Il présente en permanence une conformation 

dépliée permettant sa dimérisation avec les autres récepteurs sans activation préalable (85). Il 

semble cependant qu’un mécanisme dépendant de la partie transmembranaire du récepteur soit 

responsable de sa régulation (48). 

HER-2 est surexprimé dans 10 à 30% des cancers du sein (86) et est la cible de nombreuses thérapies 

dans cette pathologie comme le trastuzumab, le pertuzumab, le TDM-1, le lapatinib ou encore 

d’autres molécules en cours de développement. HER-2 est également surexprimé dans les cancers de 

la sphère digestive (œsophage, estomac) et de la sphère génitale (ovaire, endomètre) (46). Des 

mutations de HER-2 sont retrouvées dans les cancers précédemment cités avec des fréquences 

inférieures à 2% (87), et on les rencontre également dans les cancers bronchiques non à petites 

cellules (88). 

Dans les cancers colorectaux, la fréquence de mutation de HER2 est d’environ 5%, sa surexpression 

est retrouvée dans 11 à 43% des cas et son amplification dans 2 à 23% des cas (87). La surexpression 

de HER2 dans les cancers colorectaux est synonyme d’un diagnostic plus péjoratif, avec diminution 

de la survie globale et augmentation du risque d’évolution vers une maladie métastatique (89). 

Malgré la surexpression de HER2 retrouvée dans les cancers colorectaux, peu d’études cliniques ont 

expérimenté l’utilisation de thérapies anti-HER2 malgré des résultats pré-cliniques encourageants 
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(90) et la publication d’une description de cas montrant une efficacité chez un patient résistant au 

cetuximab (91). Le site clinicaltrials.gov recense à ce jour seulement trois études de Phase II faisant 

appel au trastuzumab en association à une chimiothérapie pour le traitement des cancers 

colorectaux métastatiques. Ces études se sont probablement révélées négatives, puisque les études 

sont clôturées mais les résultats n’ont jamais été publiés. 

 

I.2.1.3. HER 3 

 

HER3 est une protéine transmembranaire de 160 KDa. HER3 est considéré comme un récepteur 

déficient car possédant un domaine intracellulaire tronqué ne portant pas d’activité kinase 

intrinsèque (92). HER3 possède 14 tyrosines, qui, une fois phosphorylées peuvent intervenir dans 

l’activation de voies de signalisation cellulaire. Il peut se dimériser avec tous les autres types de 

récepteurs HER (HER1, HER2, HER3 ou HER4), mais seuls les 3 hétérodimères potentiellement formés 

avec HER1, HER2 et HER4 sont fonctionnels (92). HER3 possède 6 sites phosphotyrosines permettant 

l’activation de la voie PI3K/AKT/mTOR par l’activation directe d’AKT. Les hétérodimères, le plus 

fréquemment  avec HER2,  sont donc de très forts activateurs de la voie PI3K/AKT/mTOR, voie 

associée à la survie cellulaire et à la résistance à certaines thérapeutiques anticancéreuses (93). 

L’activation de HER3 dans la maladie cancéreuse ne passe pas par une amplification génique comme 

pour HER1 ou HER2, mais par une activation paracrine de son ligand, la neuréguline 1 (93). La 

surexpression de HER3 est retrouvée dans de nombreux organes comme le poumon, l’estomac, le 

pancréas et les glandes mammaires. On retrouve sa surexpression notamment dans 20 à 30 % des 

cancers mammaires et cette surexpression est associée à un pronostic péjoratif, mais cela est en 

particulier dû à l’association fréquente avec la surexpression de HER2.  

Dans les cancers colorectaux, peu de données sont disponibles sur l’expression de HER3. Les 

thérapeutiques ciblant HER3 font pour le moment l’objet d’études de Phase I. Seules les premiers 

résultats d’études de Phase II pourront déterminer de l’intérêt du ciblage thérapeutique d’HER3. 
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I.2.1.4. HER 4 

 

 HER4 présente des similarités avec EGFR, il peut d’ailleurs, en plus d’être activé par des 

neurégulines, être activé par des ligands communs avec ceux de l’EGFR (93). Contrairement aux 

autres récepteurs de la famille HER, HER4 possède plutôt une action antiproliférative et pro-

apoptotique (94, 95). Quatre isoformes d’HER4 ont été décrits (JMa ou JMb et Cyt1 ou Cyt2) 

résultant d’un épissage alternatif de l’ARNm codant pour HER4 (96) ; l’isoforme Cyt2 est d’ailleurs 

incapable d’activer la voie PI3K/AKT/mTOR. La participation de HER4 dans la séquestration de HER3 a 

été décrite, faisant de son expression un facteur de bon pronostique dans les cancers du sein 

précoces (92). Les mutations activatrices de HER4 sont assez fréquentes dans les mélanomes et en 

font une potentielle cible thérapeutique (97). 

Dans les cancers colorectaux, l’expression de HER4 est retrouvée de manière fréquente (environ 

80%) des cas (98), mais peu de mutations du gène codant pour HER4 sont retrouvées (moins de 3%) 

(99). De plus, le polymorphisme -782G>T présent sur le promoteur de HER4 a été décrit comme un 

facteur de risque pour le développement de cancers colorectaux (100). 

 

I.2.1.5. Mécanismes d’activation 

 
Lorsque le récepteur reçoit son ligand sur sa partie extra-membranaire, un site permettant la 

liaison entre deux molécules de récepteurs se démasque. Ce démasquage de ce site de liaison va 

permettre à deux molécules de récepteur de se dimériser. A l’état inactif, le récepteur est à l’état 

replié et aucune interaction avec une autre molécule de récepteur n’est possible (47). La fixation au 

ligand permet le passage de la forme repliée à la forme dépliée et découvre le site permettant à la 

molécule de récepteur de se fixer à une autre molécule de récepteur liée à un ligand et elle aussi en 

configuration dépliée. Le récepteur HER2 ne possédant pas de ligand et étant en configuration 
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activée en permanence, peut se dimériser avec une molécule de récepteur activée à n’importe quel 

moment. 

La dimérisation des récepteurs va provoquer leur activation. Cette dimérisation s’effectue 

soit entre récepteurs d’un groupe identique pour former un homodimère, soit entre récepteurs d’un 

groupe différent pour former un hétérodimère – Figure 6. La dimérisation va permettre aux deux 

domaines catalytiques intra-membranaires des deux molécules de se rencontrer et de former ainsi la 

« poche à ATP ». Cette poche à ATP et un site actif permettant la fixation de l’ATP permettent ainsi 

une activité tyrosine kinase et la phosphorylation de 2 résidus tyrosine qui seront reconnues par des 

protéines porteuses de domaines SH2 et PTB. Les voies de signalisation peuvent alors être mises en 

œuvre par le biais de kinases, de phosphatases ou de protéines adaptatrices comme par exemple 

PIK3R1. 

Une fois le récepteur activé, une cascade de réactions a lieu en aval de celui-ci selon les 

mêmes mécanismes. L’activation est définitive et seule l’internalisation du récepteur puis son 

recyclage par endocytose ou sa dégradation par voie lysosomale mettront fin à cette activation. 

Différentes voies de signalisation sont impliquées en aval des HER, en particulier la voie des 

MAPKinases, la voie PI3K/AKT/mTOR, ou encore la voie Wnt – Figure 7 
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Figure 6 Homo et hétérodimères pouvant être formés avec les 4 types de récepteurs 
HER. Les hétérodimères se caractérisent par un signal puissant alors que les 
homodimères ne possèdent qu’un signal faible voire inexistant dans le cas des 
homodimères HER3 – D’après une illustration GSK Oncology 

 

Figure 7 La fixation de son ligand par le récepteur va permettre sa dimérisation et l’activation d’activité kinase. 
Seule l’endocytose et la dégradation par le lysozyme permet l’inactivation du dimère - D’après une illustration GSK 
Oncology 
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I.2.2. Voie des MAPKinases 

 

La voie des MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinases) est une des principales voies de 

contrôle de la prolifération cellulaire. Cette voie intervient en aval de nombreux récepteurs, en 

particulier les récepteurs à l’EGF et est responsable de l’activation d’un grand nombre de facteurs de 

transcription : les MAP. Cette voie est impliquée dans le développement d’un grand nombre de 

tumeurs humaines, ce qui explique qu’elle est l’une des voies les plus ciblées au niveau 

pharmacologique. La voie des MAPK implique l’activation de la protéine RAS qui est à l’origine des 

activités de phosphorylation de RAF, MEK et ERK (47). 

 

RAS désigne une famille de protéines à activité GTPasique. Cette famille est constituée de 

plus de 150 membres, divisés en cinq familles principales : RAS, RAB, ARF, RAN et RHO (101). RAS 

existe sous deux états : l’état inactif lié au GDP et l’état actif, lié au GTP. La forme RAS-GTP active la 

protéine RAS et PI3K (102). L’activation de RAS va provoquer la phosphorylation de la sérine-

thréonine kinase RAF. L’effecteur direct de RAF est la protéine MEK. 

Les mutations des RAS vont provoquer une altération de l’activité GTP-ase intrinsèque de la protéine 

et son accumulation sous forme RAS-GTP. RAS sera alors sous sa conformation active et cela 

indépendamment de l’état d’activation des récepteurs situés en amont – Figure 8 
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Figure 8 La phosphorylation du GDP en GTP fais passer la protéine RAS de sa 
forme inactive à sa forme active. D’après Pettersen et al (103) 

 

MEK fait également partie de la famille des sérine-thréonine kinases. MEK est activée par RAS mais 

également par MEK Kinase. Son activation provoque la double phosphorylation de la protéine ERK. 

ERK est activée par MEK, mais également par d’autres mécanismes indépendants utilisant des 

intégrines. ERK est capable de phosphoryler plus d’une centaine de substrats différents, ce qui 

explique sa forte implication dans la différenciation, la mobilité, la survie et la prolifération cellulaire 

– Figure 9.  
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Figure 9 La Voie des MAPKinases. Cette voie de signalisation impliquée dans de nombreux 
mécanismes cellulaires,  en particulier le contrôle de la prolifération cellulaire. Cette voie fait 
intervenir des effecteurs importants en cancérologie comme RAS, RAF ou encore MEK et 
ERK. D’après J. Robert (47) 

 

I.2.3.  Voie PI3K AKT mTOR 

 

La reconnaissance d’une phosphotyrosine du récepteur activé par une protéine adaptative, 

va mettre en œuvre la voie PI3K. Cette voie comporte des activations séquentielles de kinases, 

aboutissant à des effets multiples sur la transcription des gènes impliqués dans la survie, la 

différenciation ou la prolifération cellulaire (104). Cette voie est interconnectée à la voie des MAPK 

par le biais de RAS. 

 

PI3K est un hétérodimère composé de deux sous-unités : une sous unité régulatrice (p85, 

PIK3R1) dotée d’un domaine SH2 permettant la reconnaissance des phosphotyrosines des RTK et une 

sous unité catalytique (p110, PIK3CA) à activité lipide kinase. 
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PI3K peut être activée par RAS. Il existe une interconnexion majeure entre PI3K et RAS, ce qui 

en thérapeutique joue un rôle particulièrement important. PI3K peut également être activée par des 

récepteurs couplés à des protéines G comme ceux de la famille de la rhodopsine, de la famille des 

récepteurs de la sécrétine, du glutamate ou encore la famille des récepteurs Frizzled (47). 

 

Il existe quatre formes de PI3K dits de Classe I : PIK3CA, PIK3CB, PIK3CC et PIK3CD. Chaque 

forme possède une spécificité tissulaire et fonctionnelle précise. La sous-unité catalytique de 

chacune de ces formes se nomme respectivement p110α, p110β, p110γ et p110δ (105). Les 

PI3Kinases peuvent être activées par un RTK, par une protéine G couplée à un récepteur (GPCR), des 

cytokines, des intégrines et/ou une protéine RAS. La phosphatase PTEN assure la régulation négative 

de la voie de PI3K. 

 La phosphorylation de l’inositide permet le recrutement à la membrane de protéine kinases à 

domaine PH, en particulier PDK1 et AKT. AKT est à l’origine de l’activation de nombreux effecteurs – 

Figure 10. 
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Figure 10 La voie PI3K/AKT/mTOR. Cette voie fait intervenir de nombreuses protéines souvent impliquées dans les 
processus tumoraux. Le gène PIK3CA codant pour la sous-unité catalytique de PI3K est souvent retrouvé muté dans 
les cancers du sein et dans les cancers colorectaux. La surexpression ou l’absence d’expression de certaines 
protéines comme par exemple PTEN sont également retrouvées dans de nombreux cancers. D’après J. Robert (47). 

 

 La voie PI3K joue un rôle très important dans l’oncogenèse. En effet, il existe de nombreuses 

altérations mutationnelles et non mutationnelles de cette voie. PIK3CA est une oncoprotéine 

majeure. Elle joue un rôle important dans la diffusion des métastases (106). Sa mutation est 

fréquemment rencontrée dans les cancers du sein (dans environ 20 à 40% des cas) et dans les 

cancers du colon (dans environ 8 à 15% des cas).  
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I.3. Génétique somatique dans les cancers colorectaux métastatiques et 

implication dans la résistance aux thérapies anti-EGFR 

 

 Depuis 2008, il est connu que la réponse aux traitements anti-EGFR est dépendante de la 

présence de mutation sur les codons 12 ou 13 de KRAS (7), cependant, force est de constater qu’une 

grande partie des patients pour lesquels il n’a pas été retrouvé de mutation, ne répondent pas aux 

traitements comportant un anti-EGFR. 

 

I.3.1. Mutations des gènes KRAS et NRAS 

 

 La protéine RAS est une protéine de membrane à activité GTPasique. Elle est impliquée dans 

la voie des MAPKinases. Il existe 4 isoformes de RAS : KRAS A, KRAS B, NRAS et HRAS, codées par les 

gènes KRAS, NRAS et HRAS. Il existe un épissage alternatif du gène KRAS permettant d’obtenir soit 

l’isoforme A, soit l’isoforme B de KRAS, ces deux isoformes ayant 85% d’homologie (107). 

Le gène KRAS se situe sur le chromosome 12 (12p12.1) et est retrouvé muté dans de nombreux 

cancers. Une grande majorité des mutations de KRAS décrites se situent sur les codons 12 et 13 

(exon 2) pour des raisons évidentes de recherche systématique depuis 2009 dans le cadre des 

prescriptions des médicaments anti-EGFR. Les mutations recherchées aujourd’hui sur le gène KRAS 

se situent sur les exons 2, 3 et 4 avec notamment la présence de hotspots sur les codons 12, 13, 59, 

61, 117 et 146 correspondant aux sites de liaison au GTP – Figure 11. Il est cependant important de 

noter que réglementairement pour la prescription d’un anti-EGFR, aucune mutation ne doit être 

retrouvée sur l’ensemble des exons 2, 3 et 4 et pas uniquement au niveau des hotspots. 
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Figure 11 Les sites de liaison au GTP de KRAS sont situés au niveau des codons 10 à 17, 53 à 62, 112 à 119 et 144 à 146. La 
structure du domaine catalytique est fortement conservée dans tous les isoformes de RAS. Seule la partie variable varie 
entre les différents isoformes – D’après Pettersen et al (103) .  

 

Les mutations sur les exon 2, 3 et 4 de KRAS sont présentes respectivement dans environ 42%, 4,3% 

et 6,7% des cas (27) – Figure 12. Ces mutations sont dites activatrices, c’est à dire qu’en cas de 

présence de mutation, il y a abolition de l’activité GTPase intrinsèque de KRAS et une accumulation 

de la formé KRAS liée au GTP (108). La protéine KRAS liée au GTP provoque alors une activation 

constitutive responsable d’une suractivation de la voie de signalisation des MAPKinases (109). 

Le gène NRAS est situé sur le bras court du chromosome 1 (1p13.2). NRAS est retrouvé muté dans 

environ 10% des cas, avec comme pour KRAS la présence de hotspots sur les codons 12, 13, 59, 61, 

117 et 146. La fréquence des mutations sur les exons 2, 3 et 4 de NRAS sont de 3,8%, 4,8% et 0,5% 

respectivement (27) - Figure 12. 

La présence d’une mutation sur les exons 2, 3 ou 4 des gènes KRAS ou NRAS est un facteur reconnu 

de résistance aux traitements anti-EGFR (27, 28, 30). En Europe, la recherche de mutation sur les 

exons 2, 3 et 4 des gènes KRAS et NRAS est ainsi obligatoire pour toute prescription d’un médicament 

anti-EGFR. La présence d’une mutation, quelle qu’elle soit, sur l’un des exons est une contre-

indication à la prescription du cetuximab ou du panitumumab. 
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Figure 12 Répartition des « nouvelles » mutations de KRAS et NRAS selon les différentes études cliniques publiées à 
ce jour. Les mutations de l’exon 4 de NRAS restent les moins fréquentes, tandis que les mutations de l’exon 4 de 
KRAS représentent presque 7% des cas. D’après Sorich et al. (27). 

 

I.3.2. Mutations du gènes BRAF 

 

 Le gène BRAF est situé sur le bras long du chromosome 7 en position 34 (7q34). Ce gène code 

la protéine BRAF, qui se trouve en aval de la protéine KRAS dans la voie des RAS/RAF/MAPKinases. La 

protéine KRAS est responsable de la phosphorylation de BRAF et de son activation. BRAF fait partie 

de la famille des protéines RAF formée avec elle de ARAF (codée par le gène ARAF situé en Xp11.4-

p11.2) et RAF-1, encore appelée C-RAF (codée par le gène RAF-1 situé en 3p25). De ces trois 

protéines, BRAF est reconnue comme étant celle possédant la plus grande activité kinase (110, 111). 

Selon la base COSMIC, plus de 99% des mutations rapportées du gène BRAF concernent le codon 600 

(exon 15). Au niveau fonctionnel, des mutations aboutissent à la substitution de la Valine par un 

autre acide aminé, très fréquemment la Glutamine (mutation V600E). La présence d’une mutation 

sur le codon 600 confère à la protéine RAF une activité constitutive et provoquant l’activation de la 

voie RAS/RAF/MAPK (110-112). 
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Dans les mélanomes métastatiques, la présence d’une mutation V600 sur le gène BRAF est reconnue 

comme un facteur prédictif de réponse aux thérapies anti-BRAF (113). Dans le cancer colorectal 

métastatique, il n’a pas été établi de relation entre présence de mutation sur le gène BRAF et 

réponse à une thérapeutique ciblée. La présence de mutation est cependant synonyme de mauvais 

pronostic et d’une survie globale moindre que chez les patients non mutés pour les exons 2, 3 et 4 de 

KRAS et NRAS (29). 

 

 

 

I.3.3. Mutations du gène PIK3CA 

 

 Le gène PIK3CA se situe sur le chromosome 3 (3q.26.3). Il code la sous-unité catalytique 

p110α de la phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K). Un certain nombre de mutations de PIK3CA ont été 

décrites dans la littérature. Dans une minorité de cas, ces mutations sont présentes sur les exons 1, 

2, 4, 5, 7, 12, 13 et 18 et dans plus de 80% des cas, elles se situent sur les exons 10 et 21. Des sites 

hotspots ont été en particulier identifiés, et aboutissent au niveau traductionnel, en particulier à 

quatre mutations activatrices souvent rencontrées au niveau de trois acides aminés : E542K (l’acide 

glutamique en 542 est remplacé par la lysine), E545K (l’acide glutamique en 545 est remplacé par la 

lysine) et H1047L (l’histidine en 1047 est remplacée par la leucine) et H1047R (l’histidine en 1047 est 

remplacée par l’arginine) (114). Ces mutations touchant l’exon 9 codant pour le domaine hélicoïdal 

de p110α et l’exon 20 codant la partie catalytique de PI3K, les mutations présentes sur l’exon 9 

(E542K et E545K) vont avoir pour conséquence une modification de la conformation du domaine 

hélicoïdal de p110α et ainsi modifier la régulation de l’activité kinase de PI3K. Les mutations sur 
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l’exon 20, notamment sur le codon 1047 vont provoquer quant à elles une augmentation de l’activité 

lipide kinase (115). 

Tout comme la présence des mutations V600 de BRAF, il semblerait que la présence de mutations de 

PIK3CA soit en faveur d’un mauvais pronostic pour le patient. L’existence entre résistance aux anti-

EGFR et présence de mutations de PIK3CA a été souvent débattue. Certaines études concluent en 

effet en faveur d’une relation entre existence de mutation de PIK3CA, en particulier sur les exons 9 et 

20, et résistance au traitement par cetuximab ou panitumumab (10, 116). D’autres études, reposant 

sur des cohortes de patients plus anciennes et dont les patients ont été traités indifféremment par 

cetuximab quel que soit le statut RAS, ne retrouvent pas de relation significative entre l’existence de 

mutation de PIK3CA et la réponse au traitement par anti-EGFR (117, 118). 

La présence de mutation de PIK3CA a également été décrite comme facteur prédictif du risque 

métastatique. En effet, à l’instar de la présence de mutations KRAS dans les cancers colorectaux, la 

présence de mutation PIK3CA est synonyme de plus grand risque vers une évolution vers une 

maladie métastatique (119). 

 

 

I.3.4. Plateformes de génétique moléculaire labellisées INCa 

 
 
 La meilleure connaissance des mécanismes moléculaires en cancérologie et le 

développement de la médecine personnalisée nécessite l’organisation de tests moléculaires de 

qualité. C’est dans ce sens que l’Institut National du Cancer (INCa) a organisé sur le territoire Français 

la mise en place de plateformes labellisées dont la mission est d’assurer le diagnostic moléculaire 

nécessaire pour la prescription des thérapies ciblées et l’accès aux soins et à l’innovation 

thérapeutique pour l’ensemble de la population Française. 

Depuis 2006, un réseau national de 26 plateformes a été mis en place par le ministère de la santé et 

l’INCa. Ces plateformes, à l’organisation unique au niveau international, ont pour mission la mise en 
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œuvre des tests moléculaires pour la prescription des thérapeutiques innovantes et dont les 

biomarqueurs de réponse sont connus. C’est le cas initialement et historiquement de la recherche 

des translocations bcr-abl dans les leucémies myéloïdes chroniques (LMC), mais aussi la recherche de 

mutations somatiques comme les mutations BRAF V600 dans les mélanomes métastatiques, les 

mutations EGFR dans les cancers bronchiques avancés ou encore la recherche des mutations RAS 

dans les cancers colorectaux métastatiques. 

Bien que des méthodes marquées CE-IVD existent, c’est à dire des méthodes validées selon les 

critères de qualité Européens et reconnues pour le diagnostic in vitro, aucune règle de 

standardisation des techniques n’existe à ce jour entre les différentes plateformes. Ainsi, pour le 

même examen, des techniques différentes sont mises en œuvre selon les laboratoires. Ce manque de 

standardisation peut parfois paraitre inadapté, mais les résultats des contrôles qualité nationaux 

tendent à montrer que les plateformes obtiennent  dans la quasi majorité des cas les résultats 

attendus, ce qui montre, à l’instar de ce qui a été démontré dans le STIC MOKAECM (120) pour la 

recherche des mutations de KRAS, qu’aucune technique n’est plus adaptée ou meilleure qu’une 

autre. Les différences souvent discutées sur les techniques utilisées sont la sensibilité des techniques 

ainsi que leurs coûts. 

Les plateformes de génétique moléculaire sont à la pointe de la recherche moléculaire dans le 

domaine des thérapeutiques ciblées. Cela nécessite une organisation faisant intervenir les services 

d’anatomie-cytologie-pathologique et la limite avec la recherche translationnelle est souvent difficile 

à établir. Afin de mieux répondre aux besoins et à la spécificité de ces tests moléculaires, les 

plateformes sont souvent organisées en service de biopathologie, avec une unité d’anatomie-

cytologie pathologique et unité de biologie moléculaire. Cette organisation permet de limiter les 

coûts de structure mais également de diminuer les délais de réponse des examens tout en assurant 

l’expertise conjointe du pathologiste et du biologiste moléculaire. Enfin, une collaboration étroite 

entre les plateformes et les cliniciens existe dans la quasi majorité des cas, compte tenu de l’aspect 
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translationnel de cette discipline et de la constante augmentation du nombre de cibles moléculaires 

à analyser pour la prescription de thérapies ciblées. 

La mission des plateformes de génétique moléculaire de l’INCa ne se limite pas à la recherche de 

marqueurs prédictifs de réponse aux thérapeutiques ciblées. Elles ont aussi comme mission la 

recherche de facteurs diagnostiques ou pronostiques, ainsi que le monitoring des maladies, comme 

par exemple la mesure de la maladie résiduelle dans les LMC. 

Les plateformes de génétique moléculaire se doivent être à la pointe des développements de la 

recherche de biomarqueurs. C’est dans ce sens que l’INCa finance un programme de biomarqueurs 

émergents. Ces biomarqueurs émergents sont des candidats fortement pressentis comme étant des 

biomarqueurs prédictifs de réponse dont la commercialisation de la thérapeutique ciblée est 

imminente ou en cours de développement dans des études de Phase II ou III. Ce programme de 

biomarqueurs émergents  a pour vocation de permettre aux plateformes d’être opérationnelles dans 

les meilleurs délais lors de la validation d’un biomarqueur, qu’il soit prédictif, diagnostique ou 

pronostique. La recherche de ces altérations permet également l’orientation des patients vers des 

essais cliniques dont les critères d’inclusion nécessitent la recherche d’altérations moléculaires 

particulières. 

Afin de garantir la plus grand fiabilité des examens, une grande attention est portée à la qualité de 

l’ensemble des examens effectués dans les plateformes de biologie moléculaire. Depuis la loi du 16 

Janvier 2010 relative à l’organisation des soins, l’accréditation des laboratoires de biologie médicale 

selon la norme ISO 15189 est rendu obligatoire (121). Les objectifs fixés par l’arrêté imposent le 

rendu de 50% des examens sous accréditation pour 2016, 80% en 2018 et 100% en 2020.  

En France, c’est le Comité Français d’Accréditation (COFRAC) qui est en charge de l’évaluation des 

laboratoires candidats à l’accréditation. Ainsi, le COFRAC évalue sur site les laboratoires afin de 

s’assurer que les exigences de la norme ISO 15189 sont respectées. Ces exigences sont à la fois 

organisationnelles, à l’instar de la norme ISO 9001, mais également techniques. Ces exigences 

techniques imposent notamment la validation méthodes d’examen selon le guide technique 
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d’accréditation GTA-04 mis à disposition par le COFRAC. La norme étant initialement prévue pour les 

laboratoires de biologie médicale générale, les méthodes proposées par le COFRAC sont pas ou peu 

adaptées à la biologie moléculaire. Il est donc important de bien comprendre l’intérêt de chaque 

paramètre testé (répétabilité, reproductibilité, robustesse, incertitudes, ...) afin de déterminer - avec 

le matériel biologique disponible souvent rare en biologie moléculaire, ainsi qu’en optimisant les 

coûts d’examen souvent élevés dans notre discipline - la signification de ces paramètres au niveau du 

résultat final et également maitriser leurs variations afin de garantir la fiabilité du résultat rendu aux 

cliniciens. Les résultats obtenus lors de la validation de méthode sont reportés dans un dossier de 

validation et font l’objet d’un examen par le COFRAC lors des visites d’accréditation. En parallèle, le 

laboratoire se doit de mettre en œuvre une politique de contrôle qualité interne et externe afin de 

s’assurer en permanence de la validité et de la qualité de ses résultats. 

Le respect des normes d’accréditation est un gage de qualité et d’assurance de la validité des 

résultats. Cette sécurité sur le rendu des résultats est primordiale, surtout lorsque l’on considère que 

le résultat d’un examen va conditionner directement la prise en charge médicale et le traitement du 

patient atteint de cancer.  
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I.4. Objectifs du travail 

 

Ce travail comporte trois objectifs. 

Le premier objectif consiste à améliorer les techniques déjà existantes pour la recherche des 

mutations de RAS, BRAF et PIK3CA, compte tenu de leur importance dans le choix des traitements et 

de leur valeur diagnostique et pronostique. 

Le second objectif de ce travail consiste en la validation de ces techniques au regard des normes en 

vigueur. En effet, tout laboratoire effectuant des examens à visée diagnostique a pour obligation 

l’accréditation de son activité pour au moins 50% pour 2016 et 100% en 2020. Les standards 

n’existant pas pour les techniques de biologie moléculaire des tumeurs utilisées en routine, les 

protocoles de validation de méthodes selon les exigences imposées par la norme ont du être établis. 

Le troisième objectif consiste à étudier d’autres biomarqueurs pouvant être impliqués dans la 

résistance aux traitements anti-EGFR. Une étude au niveau fonctionnel des formes phosphorylées 

des principales protéines en aval de l’EGFR est ainsi envisagée. 
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II. Intérêts des biomarqueurs en cancérologie et validation des 

techniques de biologie moléculaire pour la détection des 

mutations somatiques des gènes RAS et PIK3CA 

 

  

 Dans ce chapitre sont développés les pré-requis à mon travail sur la recherche de nouveaux 

biomarqueurs prédictifs de réponses aux thérapies anti-EGFR, correspondant au premier objectif de 

mon travail. 

Le premier article intitulé « Biomarqueurs prédictifs de réponse aux thérapies ciblées en oncologie » 

est une synthèse sur les connaissances actuelles sur les biomarqueurs prédictifs validés en oncologie 

et pour lesquels des examens sont réalisés en routine. 

Le second article intitulé « Optimization of routine KRAS mutation PCR-based testing procedure for 

rational individualized first-line targeted therapy selection in metastatic colorecal cancer » est une 

comparaison entre différentes techniques de détection des mutations du gène KRAS avec une 

proposition d’un workflow plus adapté à la routine diagnostique. 

Le troisième article intitulé « Comparison of Cobas 4800 KRAS, TaqMan PCR and High Resolution 

Melting PCR assays for the detection of KRAS somatic mutations in foramlin-fixed paraffin embedded 

colorectal carcinomas. » présente une nouvelle méthode innovante marquée CE-IVD permettant la 

détection des mutations des exons 12, 13 et 61 du gène KRAS. Cette technique est ensuite comparée 

à deux autres méthodes fréquemment utilisées dans les plateformes de génétique moléculaire. 

Le dernier article de ce chapitre, intitulé « Analysis of PIK3CA exon 9 and 20 mutations in breast 

cancers using PCR-HRM and PCR-ARMS: Correlation with clinicopathological criteria » décrit une 

méthode de détection des mutations du gène PIK3CA développée au laboratoire pour étudier les 

caractéristiques de tumeurs mammaires. Cette technique est transposable pour l’analyse des cancers 

colorectaux métastatiques et c’est à ce titre qu’elle a été intégrée dans ce mémoire. 



Chapitre II 
Intérêts des biomarqueurs en cancérologie et validation des techniques de biologie moléculaire pour la détection des 

mutations somatiques des gène RAS et PIK3CA 

 

42 
 

Ces quatre études constituent une base solide pour l’objectif de mon travail qui est d’étudier les 

caractéristiques moléculaires des tumeurs de patients atteints de cancers colorectaux métastatiques 

et traités par anti-EGFR.  
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II.1. Biomarqueurs prédictifs de réponse aux thérapies ciblées en 

oncologie 

 
  

 Plusieurs biomarqueurs prédictifs de réponse aux thérapies ciblées ont été décrits et sont 

aujourd’hui recherchés en routine pour la prescription de certaines de ces molécules. Les 

plateformes de génétique moléculaire de l’Institut National du Cancer (INCa) sont responsables de 

l’analyse de ces biomarqueurs. Un article de revue a été publié en 2013 (Harlé A., Merlin J.L. 

Biomarqueurs prédictifs de réponse aux thérapies ciblées en oncologie. Annales de Biologie Clinique. 

2013 Nov 1;71:89-97) visant à établir une synthèse sur la liste des biomarqueurs validés par l’INCa et 

les méthodes habituellement utilisées pour leur détermination, ainsi que les probables évolutions 

des techniques et des prélèvements utilisés pour les recherches de biomarqueurs. 

 

Résumé 

Le cancer tue chaque année 147 500 personnes en France d’après le dernier rapport de l’Institut 

National du Cancer (INCa). Le développement des thérapies personnalisées et plus récemment de la 

théranostique a complètement modifié l’approche biologique de cette maladie. Ainsi, aux marqueurs 

sériques déjà bien connus mais peu spécifiques, viennent s’ajouter de nombreux marqueurs 

tumoraux prédictifs de la résistance ou de la réponse à une thérapie ciblée. L’étude de ces 

biomarqueurs s’effectue par différentes approches techniques, relevant essentiellement de la 

biologie moléculaire. Ces déterminations biologiques sont réalisées en France au sein des 28 

plateformes de génétique moléculaire des tumeurs  labélisées par l’INCa. 

Les techniques les plus utilisées pour ce type de diagnostic moléculaire reposent sur l’utilisation de 

prélèvements tumoraux fixés au formol et inclus en paraffine, ce qui rend les déterminations 
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relativement difficiles, notamment lors de la réalisation de techniques comme la PCR en temps-réel, 

le séquençage, l’immunohistochimie, ou les techniques d’hybridation in situ (FISH ou CISH).  

Cet article établit une synthèse sur les biomarqueurs validés en théranostique ainsi que les méthodes 

diagnostiques les plus utilisées, mais également sur les biomarqueurs candidats à venir et les 

évolutions proches comme l'utilisation de biopsies liquides. 
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II.2. Optimisation des tests de PCR de routine pour le génotypage du 

gène KRAS pour une prescription rationnelle et individualisée des 

thérapies ciblées en première ligne dans les cancers colorectaux 

métastatiques 

 

 La recherche des mutations des codons 12 et 13 de KRAS a été rendue obligatoire par l’EMA 

(European Medicines Agency) avant toute prescription d’un anti-EGFR dans le traitement des cancers 

colorectaux métastatiques, suite aux publications démontrant le caractère prédictif de résistance de 

ces mutations (7, 34, 35). L’un des enjeux principaux des plateformes de génétique moléculaire est 

de trouver la technique la plus fiable possible, c’est à dire permettant de manière sensible et 

spécifique la détermination du génotype de KRAS. En effet, une mauvaise sensibilité analytique peut 

avoir des impacts pour les patients, notamment lorsque la fréquence des mutations se révèle être 

inférieure à cette sensibilité. Pour les patients présentant un faible taux de gènes mutés, il a été 

démontré que le cetuximab ne présentait aucun intérêt (122). À ces contraintes techniques se 

rajoutent les contraintes organisationnelles pour les cliniciens. En effet, la détermination du statut de 

KRAS doit se réaliser dans un temps compatible avec la pratique clinique, c’est à dire avec un délai 

compatible avec l’organisation des soins. C’est dans un sens qu’un article original présentant 

l’organisation et les techniques les mieux adaptées pour la routine, prenant en compte les 

contraintes citées précédemment, a été publié dans Cancer Medicine en 2013 (Chretien A.S., Harlé 

A., Meyer-Lefebvre M., Rouyer M., Husson M., Ramacci C., Leroux A., Genin P., Merlin J.L. 

Optimization of routine KRAS mutation testing procedure for rational individualized first line targeted 

therapy selection in metastatic colorectal cancer. Cancer Medicine. 2013 Feb, Vol. 2(1):11-20) 
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Introduction 

La détection des mutations de KRAS est une étape importante dans la prise en charge des patients 

atteints de cancers colorectaux métastatiques. L’optimisation des délais du génotypage de KRAS pour 

une prescription rationnelle des thérapies ciblées anti-EGFR nécessite des techniques de biologie 

moléculaire rapides et robustes. 

Matériel & Méthode 

Nous avons analysé en routine 674 échantillons de tumeurs fixées au formol et incluses en paraffine, 

prélevées chez des patients atteints de cancers colorectaux métastatiques et analysé les codons 12 

et 13 du gène KRAS en utilisant trois techniques de biologie moléculaire : La PCR HRM (High 

Resolution Melting), la RFLP (Polymerase chain reaction  restriction fragment length polymorphism) 

et la PCR TaqMan (PCR par discrimination allélique). 

Résultats 

Sur les 674 échantillons analysés, 1,5% (10/674) n’ont pas pu être analysés car l’ADN était trop 

dégradé. Parmi les échantillons interprétables, une mutation du gène KRAS a été détectée dans 

38,0% des échantillons analysés (256/674) (82,4% sur le codon 12 et 17,6% sur le codon 13). Sur les 

613 échantillons pour lesquels les trois techniques ont pu être effectuées, 12 cas discordants (2,0%) 

ont été rapportés. La RFLP est responsable de 10 cas discordants sur 12 (83,3%). Ces résultats ont été 

confirmés par analyse via une quatrième technique effectuée de manière rétrospective (Cobas 4800). 

Les trois techniques étaient statistiquement comparables (κ > 0,9, p < 0,001). 

Conclusion 

L’utilisation en routine de la PCR HRM et de la PCR TaqMan, puis de la RFLP en cas de discordance, 

permet d’optimiser considérablement les délais. Les résultats ont montré une très bonne corrélation 
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entre les trois techniques. L’utilisation de la PCR HRM et de la PCR TaqMan garantie des résultats de 

qualité pour la détection des mutations présentes sur les codons 12 et 13 du gène KRAS sur des 

prélèvements fixés au formol et inclus en paraffine. La nouvelle procédure a permis de réduire de 

manière considérable la durée de rendu des résultats, permettant la prescription des thérapies 

ciblées de façon rationnelle dans la première ligne de traitement des cancers colorectaux 

métastatiques. 
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II.3. Comparaison des techniques Cobas 4800 KRAS, PCR TaqMan, PCR 

HRM pour la détection des mutations du gène KRAS dans des 

échantillons de carcinomes colorectaux fixés au formol et inclus en 

paraffine 

 

 Toujours dans un but d’amélioration des techniques existantes, notamment de la sensibilité 

et de la sensibilité, ainsi que des délais de rendu des résultats, les industriels du diagnostic ont 

commencé à commercialiser des kits de réactifs CE-IVD, c’est à dire validés selon les normes 

Européennes (CE) et autorisés pour le diagnostic in-vitro (IVD). C’est le cas du kit de Roche Diagnostic 

destiné à un thermocycleur appelé Cobas®. Le kit KRAS Cobas® permet de déterminer de manière 

spécifique et sensible le statut mutationnel du gène KRAS au niveau des codons 12, 13 et 61. Dans un 

article paru en 2013 (Harlé A., Rouyer M., Harter V., Genin P., Leroux A., Merlin J.L Comparison of 

COBAS 4800 KRAS, TaqMan PCR and High Resolution Melting PCR assays for the detection of KRAS 

somatic mutations in formalin-fixed paraffin embedded colorectal tumors. Virchows Archives. 2013 

Mar;462(3):329-35.), nous avons voulu comparer ce kit « clé en main » aux techniques développées 

au laboratoire. Dans cette étude nous avons en particulier étudié la sensibilité diagnostique ainsi que 

la spécificité entre les différentes techniques, en l’occurrence ce kit commercial (Kit Cobas® de Roche 

Diagnostics) et nos techniques habituelles de PCR TaqMan et de PCR HRM. 

 

Introduction 

Beaucoup d’études documentent l’influence du statut mutationnel de KRAS sur la réponse aux anti-

EGFR chez les patients atteints d’un cancer colorectal métastatique. Le système Cobas® 4800, 

marqué CE-IVD, permet l’utilisation de kits basés sur la PCR en temps-réel et plus précisément la 
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technologie TaqMelt. Ce kit permet la détection de 19 mutations différentes situées sur les exons 2 

et 3 de KRAS. 

Matériel & Méthode 

Nous avons comparé lors de cette étude les résultats de génotypages KRAS obtenus avec des 

méthodes précédemment validées, la PCR TaqMan et la PCR HRM. Cent-cinquante-six échantillons 

ont été analysés pour cette étude après extraction de l’ADN depuis des fragments de tumeurs fixés 

et inclus en paraffine. Cent-trente-deux échantillons ont été analysés à la fois par la méthode Cobas® 

et par la méthode TaqMan et 92 échantillons ont été analysés à la fois par la méthode Cobas® et par 

la méthode HRM. L’extraction de l’ADN de 40 échantillons a été réalisée selon deux méthodes 

différentes (Qiagen QiAmp kit et Roche Cobas DNA kit) afin de les comparer. 

 

Résultats 

Sur les 156 échantillons analysés, 132 échantillons ont donné des résultats interprétables à la fois par 

la méthode Cobas® et par la méthode TaqMan et 92 échantillons ont donné des résultats 

interprétables à la fois par la méthode Cobas® et par la méthode HRM. Aucune différence 

statistiquement significative n’a été retrouvée entre la méthode Cobas® et la méthode TaqMan 

(k=0,937 ; 4 cas discordants dont 3 concernant la présence d’une mutation sur le codon 61 qui n’est 

pas recherchée par la méthode TaqMan et 1 cas discordant concernant une mutation du codon 12 

non recherchée par la méthode TaqMan). Aucune différence statistiquement significative n’a été 

retrouvée entre la méthode Cobas® et la méthode HRM (k=0,891 ; 5 cas discordants dont 3 

concernant la présence d’une mutation sur le codon 61 qui n’est pas recherchée par la méthode 

TaqMan et 2 cas discordants concernant une mutation sur l’exon 2, pour lesquelles la technique HRM 

ne s’est pas révélée suffisamment sensible). Aucune différence significative n’a été retrouvée entre 

les deux techniques d’extraction. 
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Conclusion 

Les 3 méthodes (Cobas®, TaqMan et HRM) sont capables de détecter de manière précise la présence 

de mutation du gène KRAS sur des fragments de tissus tumoraux fixés et inclus en paraffine. Les 

techniques Cobas® et TaqMan se sont révélées plus robustes que la méthode HRM compte tenu du 

nombre d’échantillons non interprétables moins important avec ces deux techniques. Les deux 

méthodes d’extraction d’ADN donnent quant à elles des résultats équivalents. Cette étude montre 

qu’un pré-screening de mutations par technique Cobas® puis la caractérisation des mutations par 

méthode TaqMan peut constituer une approche simple et fiable pour la routine diagnostique. 
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II.4. Analyse des exons 9 et 20 du gène PIK3CA dans les cancers du 

sein par techniques PCR HRM et PCR ARMS : Corrélations avec les 

critères clinico-pathologiques 

 

 Les mutations de PIK3CA sont fréquentes dans les cancers du sein et pourraient être la clé 

pour prédire la réponse aux traitements anti-HER2 ou anti-PI3K dans cette pathologie (123). Dans les 

cancers colorectaux, le rôle de ces mutations reste encore à démontrer, les études étant souvent 

contradictoires (28, 116, 117). Dans un article publié en 2013 (Harlé A., Lion M., Lozano N., Husson 

M., Harter V., Genin P., Merlin J.L. PIK3CA exon 9 and 20 mutations analysis of breast cancers using 

PCR HRM and PCR ARMS: Relation with clinicopathologic criteria. Oncology Reports. 2013 

Mar;29(3):1043-52.), nous décrivons le développement et l’utilisation de deux techniques de 

détermination du statut mutationnel des exons 10 et 21 (anciennement 9 et 20 dans la littérature) 

du gène PIK3CA et leur application dans une population de patientes atteintes d’un cancer du sein 

métastatique. Ces deux techniques (PCR HRM et PCR ARMS) sont totalement applicables au 

génotypage de PIK3CA dans les cancers colorectaux, c’est pourquoi nous avons étudié de façon 

rétrospective la fréquence de ces mutations dans une population de 776 patients atteints d’un 

cancer colorectal métastatique. Dans cette étude non encore finalisée, 8% des patients présentent 

des mutations de PIK3CA.  

 

 

Introduction 

La phosphatidyl-inositol-3-kinase (PI3K) est essentielle pour la signalisation cellulaire, la prolifération, 

la différenciation et la survie de la cellule. La sous-unité catalytique de PI3K, codée par le gène 
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PIK3CA est mutée dans 18-45% dans les cancers du sein. Ces mutations sont responsables de 

processus oncogéniques en activant la voie de signalisation PI3K/AKT/mTOR. Des résistances aux 

anti-EGFR, aux traitements hormonaux ou aux anti-PI3K ont été décrites chez certains patients dont 

la voie de signalisation dépendante de PI3K était activée.  

 

Matériel & Méthode 

Cette étude décrit l’étude de 149 échantillons fixés au formol et inclus en paraffine de tumeurs de 

patientes atteintes d’un cancer du sein infiltrant en utilisant une technique de PCR HRM (High 

Resolution Melting) et de 118 échantillons par une technique de PCR ARMS (Amplification Refractory 

Mutation System). La technique de PCR HRM développée permet de détecter la présence de 

mutations sur les exons 9 et 20 de PIK3CA et la technique PCR ARMS permet de détecter de manière 

spécifique les mutations E542K, E545K sur l’exon 9 et H1047R et H1047L sur l’exon 20 de PIK3CA. 

 

Résultats 

Aucune relation significative entre présence de mutation et réponse aux traitements anti-HER2 n’a 

été trouvée. Il existe cependant un lien significatif entre la présence de mutation sur l’exon 9 ou 

l’exon 20 de PIK3CA et le grade SBR (Scarff-Bloom-Richardson) de la maladie avec une fréquence plus 

élevée de mutations sur l’exon 9 chez les patientes de grade SBR I et sur l’exon 20 pour les patientes 

de grades SBR II et III. Aucune différence significative n’a été retrouvé en considérant le type de 

mutation. Une corrélation statistiquement significative a été trouvée entre les deux techniques de 

détection des mutations (κ=0,845 ; p<0,001). La PCR ARMS s’est cependant révélée plus sensible que 

la PCR HRM pour la détection des mutations de PIK3CA. 
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Conclusion 

L’utilisation de la PCR HRM et de la PCR ARMS sont compatibles avec une activité de routine. Cette 

étude démontre que les techniques, développées initialement pour des tumeurs du sein, est toute à 

fait compatible avec l’étude de tumeurs du colon (8% de mutations du gène PIK3CA retrouvées dans 

une population de 776 patients atteints d’un cancer colorectal métastatique comme précédemment 

cité). Ainsi, cette technique, notamment la technique de PCR HRM, permet de screener de manière 

efficace la présence de mutations sur les hotspots (exons 9 et 20) de PIK3CA et ainsi permettre de 

déterminer le statut mutationnel du gène. 
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III.  Importance de la validation selon la norme ISO 15 189 pour le 

passage de la recherche à la routine diagnostique 

 

 Le passage de la démarche expérimentale à la routine est souvent très rapide dans les 

plateformes de génétique moléculaire. En effet, il y a une volonté de l’INCa, via le financement de la 

recherche de biomarqueurs émergents, de réduire au maximum la durée entre développement 

expérimental et passage en routine des examens de biologie moléculaire afin de faire bénéficier des 

innovations thérapeutiques aux patients le plus rapidement possible. D’autre part, depuis la loi du 16 

Janvier 2010 relative à l’organisation des soins en France, l’accréditation des laboratoires de biologie 

médicale est rendue obligatoire selon la norme ISO 15 189. Le génotypage est un acte de biologie 

médicale induisant un choix important au niveau clinique, puisqu’il guide la prescription de 

médicaments anticancéreux pas les oncologues. Par conséquent les laboratoires réalisant ce type 

d’analyse de biologie moléculaire à visée théranostique doivent appliquer la loi et répondre aux 

exigences de la norme ISO 15 189 pour obtenir leur accréditation. 

C’est dans ce cadre que deux études ont été publiées. Ces deux articles décrivent l’adaptation des 

référentiels émis par le COFRAC ainsi que la méthodologie appliquée pour la validation de techniques 

de biologie moléculaire, à savoir l’extraction et le dosage des acides nucléiques extraits de fragments 

tumoraux fixés au formol et inclus en paraffine et la recherche de mutation du gène KRAS par 

méthode de PCR TaqMan. Ce chapitre correspond au deuxième objectif de ce travail, préalable lui 

aussi à l’assurance de résultats de qualité pour la partie suivante plus expérimentale. 
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III.1. Validation de méthode selon la norme ISO 15189 et le SH GTA 04 : 

Application à l’extraction et au dosage quantitatif de l’ADN par méthode 

spectrophotométrique 

 

 La réalisation d’un génotypage requiert l’extraction de l’ADN tumoral. Dans la quasi totalité 

des cas, les échantillons utilisés pour la détermination du statut mutationnel sont des fragments de 

tumeurs fixées au formol et incluses en paraffine. La standardisation et la qualité de cette étape 

faisant partie du processus pré-analytique est critique pour le reste de la chaine analytique. C’est 

dans ce contexte que nous avons publié en 2013 un article décrivant la validation des méthodes 

d’extraction et de dosage de l’ADN tumoral  (Harlé A., Lion M., Husson M., Dubois C., Merlin J.L. 

Validation de méthode selon la norme ISO 15189 et le SH GTA 04 : Application à l’extraction et au 

dosage quantitatif de l’ADN par méthode spectrophotométrique. Annales de Biologie Clinique. 2013  

Oct 1;71(5):608-614). Cet article décrit la méthodologie appliquée pour la validation de nos 

techniques et comment nous avons adapté les référentiels du COFRAC pour les approprier à ces 

techniques très éloignées de la biologie médicale standard et ainsi répondre aux exigences de la 

norme ISO 15 189 

 

 

Introduction 

L’accréditation des laboratoires de biologie médicale (LBM) selon la norme ISO 15 189 est rendue 

obligatoire depuis la loi du 16 Janvier 2010. Ainsi, c’est une obligation réglementaire pour les LBM 

d’être accrédités pour au moins 50% de leur activité avant fin Octobre 2016. L’extraction de l’ADN 

des tissus fixés au formol et inclus en paraffine est une étape critique pour les examens de génétique 

somatique. En effet, il est important de pouvoir extraire de manière fiable l’ADN tumoral contenu 

dans des prélèvements parfois de mauvaise qualité. La fixation au formol, voire à d’autres fixateurs 

comme l’AFA (acide acétique, Formol, alcool) réduit considérablement la qualité des ADN, aussi il est 
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important de pouvoir l’extraire de manière correcte. D’autre part, le dosage par spectrophotométrie 

permet de s’assurer que la quantité d’ADN contenue dans l’échantillon est suffisante pour un 

génotypage. 

 

Matériel & Méthode 

Nous avons procédé à la validation de méthode d’extraction d’ADN à partir d’échantillons de tissus 

fixés au formol et inclus en paraffine, et de dosage par spectrophotométrie (NanoVue). Les dossiers 

de validation ont été réalisés en tenant compte de la méthodologie du COFRAC (SH GTA 04 et SH 

FORM 43 et 44), mais de nombreuses adaptations ont été nécessaires pour tenir compte des 

spécificités des examens et de la rareté des échantillons. 

 

Résultats 

La mise en œuvre de cette validation de méthode a permis de valider l’extraction de l’ADN en 

utilisant une technique manuelle d’extraction sur colonne pour les tissus fixés au formol et inclus en 

paraffine. La validation du dosage a permis de déterminer tous les paramètres nécessaires (limite de 

détection, limite de quantification, répétabilité, reproductibilité, etc...). 

 

Conclusion 

La validation de méthode est une condition nécessaire pour rendre le résultat d’un examen sous 

accréditation. Les étapes qui précèdent le génotypage sont critiques compte tenu de la nature des 

échantillons utilisés. Il apparait donc nécessaire de s’assurer de la fiabilité des examens mis en œuvre 

avant le génotypage. La validation de l’extraction et du dosage selon les recommandations du 
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COFRAC est ainsi une preuve supplémentaire de la fiabilité des résultats obtenus lors des examens 

effectués sur l’ADN extrait des tissus fixés et inclus en paraffine. 
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III.2. Validation de méthode selon la norme ISO 15 189 et le SH-GTA-

04, Application à la détection des mutations KRAS par méthode 

TaqMan 

 

 Afin de répondre aux exigences d’accréditation selon la norme ISO 15189, il était important 

de valider notre technique de PCR TaqMan utilisée pour le génotypage des codons 12 et 13 de KRAS. 

Cette méthode « maison » est dite de portée B par le COFRAC, car non validée au préalable par le 

fabricant. Aucune méthodologie de validation pour la PCR en temps réel n’a été publiée jusqu’à 

présent, c’est pourquoi il nous paraissait important de partager notre expérience avec d’autres 

laboratoires rencontrant les mêmes problématiques. Nous avons donc publié en 2013 un article 

décrivant la validation de cette méthode de PCR TaqMan afin de répondre aux exigences de la norme 

ISO 15 189 (Harlé A., Dubois C., Rouyer M., Merlin J.L. Validation de méthode selon la norme ISO 

15189 et le SH GTA 04 : Application à la détection des mutations KRAS par méthode TaqMan. Annales 

de Biologie Clinique. 2013 Oct 1 ;71(5):603-607). 

 

 

Introduction 

L’accréditation des laboratoires de biologie médicale (LBM) selon la norme ISO 15 189 est rendue 

obligatoire depuis la loi du 16 Janvier 2010. Ainsi, c’est une obligation réglementaire pour les LBM 

d’être accrédités pour au moins 50% de leur activité avant fin 2016. Compte tenu de leur aspect 

innovant et hors nomenclature, les examens de biologie moléculaire, selon les critères de l’arrêté de 

Mai 2013, ne rentrent plus pour le moment dans le périmètre d’accréditation obligatoire. Bien que 

l’inclusion de ce type d’examens dans les obligations réglementaires ne saurait tarder, il apparait 
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surtout évident pour la qualité des examens réalisés et la sécurité de patient, de rationnaliser nos 

examens et de les rendre sous accréditation. La validation de méthode en biologie moléculaire est 

difficile à adapter selon les standards de la biologie générale. En effet, pour des raisons de rareté des 

échantillons, mais aussi des raisons de coûts, il est nécessaire d’adapter les recommandations émises 

par le COFRAC. 

 

Matériel & Méthode 

Nous avons procédé à la validation de la méthode de PCR TaqMan permettant l’analyse des 

mutations des codons 12 et 13 du gène KRAS. La méthodologie utilisée est adaptée des référentiels 

SH GTA 04 et des SH FORM 43 et 44 du COFRAC. 

 

Résultats 

La mise en œuvre de cette validation de méthode a permis de valider la PCR TaqMan pour la 

détection des mutations présentes sur les codons 12 et 13 du gène KRAS sur les tissus fixés au formol 

et inclus en paraffine chez les patients atteints de cancers colorectaux métastatiques. 

 

Conclusion 

La validation de méthode est une condition nécessaire pour rendre le résultat d’un examen sous 

accréditation. L’accréditation d’un laboratoire est une preuve de qualité et de fiabilité. La fiabilité de 

paramètres comme la répétabilité, la reproductibilité, la justesse, la sensibilité ou encore l’absence 

de contamination constitue autant de preuves de la qualité des résultats rendus et de la sécurité 

pour les patients chez qui les génotypages sont effectués. 
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Chapitre IV 

Nouveaux biomarqueurs prédictifs de résistance aux anti-EGFR, étude 

au niveau des gènes et étude de l’expression des phosphoprotéines 

en aval des voies RAS/RAF/MAPK et PI3K/AKT/mTOR 
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IV.Nouveaux biomarqueurs prédictifs de résistance aux anti-

EGFR, étude au niveau des gènes et étude de l’expression des 

phosphoprotéines en aval des voies RAS/RAF/MAPK et 

PI3K/AKT/mTOR 

 

 La présence de mutations de RAS (KRAS et NRAS) est un marqueur validé de la réponse aux 

traitements par anti-EGFR. Cependant, les essais ayant étudié l’utilisation du cetuximab ou du 

panitumumab chez des patients ne présentant pas de mutations de RAS tendent à prouver qu’il 

existe d’autres facteurs prédictifs de résistance à ces traitements. En effet, parmi les patients 

présentant des tumeurs RAS wild-type, seuls 40 à 60% présentent une réponse lors de l’utilisation 

d’anti-EGFR en association à la chimiothérapie (11). L’étude des voies de signalisation impliquées 

dans les cancers colorectaux semble une piste intéressante, puisqu’il est désormais connu que ces 

voies interviennent pleinement dans les mécanismes de tumorisation puis pendant le 

développement de la maladie (4). Les voies RAS/RAF/MAPK et PI3K/AKT/mTOR font partie des voies 

connues comme intervenant dans les cancers colorectaux métastatiques. C’est pourquoi nous avons 

réalisé l’étude de l’expression des phosphoprotéines impliquées dans ces deux voies de signalisation 

par méthode BioPlex® Protein Array (BPA). Une population de patients atteints d’un cancer 

colorectal métastatique et dont les tumeurs ne présentent pas de mutations de RAS a été 

sélectionnée et étudiée afin de déterminer si l’expression des phosphoprotéines pouvait être une 

indication pour prédire le taux de réponse, la survie sans progression ou encore la survie globale chez 

ces patients. 

 

Introduction 

Les dernières recherches pour le traitement des cancers colorectaux métastatiques ont mené au 

développement de médicaments capables d’inhiber l’activation de EGFR et des voies de signalisation 
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en aval. Cependant, chez les patients dont les tumeurs ne présentent pas de mutation de RAS, 

seulement 40 à 60% des patients répondent au traitement, ce qui signifie qu’un grand nombre ne 

bénéficie pas du traitement, et cela sans cause apparente. L’absence d’expression ou la 

surexpression des protéines des voies de signalisation en aval d’EGFR pourraient avoir un impact sur 

la réponse au traitement chez les patients traités par des anti-EGFR. 

 

Matériel & Méthode 

Cent échantillons de tumeurs provenant de patients atteints d’un cancer colorectal métastatique et 

réfractaire aux chimiothérapie FOLFOX ou FOLFIRI et ayant traité par une combinaison 

chimiothérapie + anti-EGFR ont été collectés. Les évolutions cliniques ont été mesurées selon les 

critères RECIST, la survie sans progression et la survie globale. La recherche de mutations RAS et 

BRAF a été effectuée sur tous les échantillons, ainsi que la mesure quantitative de l’expression de 

pEGFR et des protéines en aval, pAKT(Ser473), pERK1-2(Thr202/Tyr204, Thr185/Tyr187), 

pGSK3(Ser21/Ser9), pIGF1R(Tyr1131), pMEK1(Ser217/Ser221), pP70S6K(Thr421/Ser424), 

pP90RSK(Thr359/Ser363) par la technique Bioplex® Protein Array. 

 

Résultats 

Sur les 100 échantillons analysés, 60 ne présentaient pas de mutation de RAS. Sur les patients dont 

les tumeurs ne présentaient pas de mutation de RAS, 45,0% ont eu une réponse complète ou 

partielle, tandis que 55,0% ont eu une maladie stable ou une progression tumorale. La survie sans 

progression et la survie globale étaient significativement plus faibles chez les partients dont les 

tumeurs présentaient des mutations de RAS (HR=3,04 [1,91;4,83];p<0,001 et HR=2,49 

[1,56;3,97];p<0,001 respectivement). L’expression de pAKT, pERK1/2 et pMEK1 était 

significativement moins élevée ches les patients dont les tumeurs ne présentaient pas de mutation 
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de RAS (p=0,0246 ; p=0.004 ; p=0,0110 respectivement). Chez les patients dont les tumeurs ne 

présentaient pas de mutation de RAS, le taux de réponse était significativement plus élevé pour les 

tumeurs surexprimant pEGFR et pAKT (p=0,0258 et p=0,0277 respectivement). 

 

Discussion 

Ces données suggèrent que la surexpression de pEGFR et de pAKT dans les tumeurs de patients ne 

présentant pas de mutation de RAS et traités par anti-EGFR pourrait être un biomarqueur de réponse 

à ce type de traitement. Sur la base de ces résultats, nous faisons l’hypothèse qu’une association 

d’un anti-EGFR and un inhibiteur d’AKT pourrait présenter un intérêt dans le traitement du cancer 

colorectal métastatique.  
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Abstract 300/300 words 

Background Recent efforts to improve the treatment of metastatic colorectal cancer (mCRC) 
has led to the development monoclonal antibodies (mAb) that inhibit the activation of the 
Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) and its downstream pathways. However, in RAS 
wild-type patients, the response rates to anti-EGFR mAb ranged from only 40 to 60% which 
results in a large fraction of patients without any known causes for treatment failure. Absence 
or overexpression of EGFR downstream proteins under their active phosphorylated forms 
may be of interest to predict response to anti-EGFR in RAS wild-type patients. 
Materials & Methods One-hundred tumor samples were collected from patients with mCRC 
refractory to FOLFOX and/or FOLFIRI and treated by a combination of chemotherapy with 
anti-EGFR mAb. The outcomes were measured on response evaluation criteria in solid 
tumor (RECIST), progression free survival (PFS), and overall survival (OS). All samples were 
assessed for RAS and BRAF mutations and pEGFR(Tyr) and key phosphorylated proteins of 
EGFR downstream signaling pathway pAKT(Ser473), pERK1-2(Thr202/Tyr204, Thr185/Tyr187), 
pGSK3(Ser21/Ser9), pIGF1R(Tyr1131), pMEK1(Ser217/Ser221), pP70S6K(Thr421/Ser424), 
pP90RSK(Thr359/Ser363) were quantitatively analyzed using BioPlex® Protein array. 
Results Among the 100 tumor samples, 60 were RAS wild-type. Among the RAS wild-type 
patients, 45.0% achieved a complete or partial response when treated with anti-EGFR mAb. 
Patients with a RAS mutation had significant lower PFS (HR=3.04 [1.91;4.83];p<0.001) and 
OS (HR=2.49 [1.56;3.97];p<0.001). Expression of pAKT, pERK1/2 and pMEK1 was 
significantly lower in RAS wild-type patients (p=0.0246; p=0.004; p=0.0110 respectively). In 
RAS wild-type patients, response rate was significantly higher for tumors who express 
pEGFR and pAKT (p=0.0258 and p=0.0277 respectively). 
Conclusions In conclusion, these data suggest that the overexpression of pEGFR and 
pAKT may be response predictive biomarkers for RAS wild-type patients treated with anti-
EGFRmAb and on the basis of our results, we hypothesize that the association of anti-
EGFRmAb and anti-AKT therapies could be of interest. 
 

 

 

 

Key words metastatic colorectal cancer, cetuximab, panitumumab, RAS, EGFR, 

phosphoproteins 

 

Key message 337/400 characters 

Overexpression of pAKT and pEGFR may be response predictive biomarkers for RAS wild-

type patients with mCRC. Genotyping and BioPlex Protein Array are suitable to assess RAS 

mutations and explore expression of EGFR downstream proteins. Our data suggest that 

association of anti-EGFR mAb and pAKT may be of interest for patients with mCRC. 
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Introduction 

Colorectal cancer is the third most common cancer worldwide with more than one million 

patients diagnosed each year, among 50% will develop metastatic disease (122, 124). 

Recent efforts to improve the treatment of metastatic colorectal cancer (mCRC) has led to 

the development of monoclonal antibodies such as cetuximab and panitumumab, that inhibit 

the activation of the Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) and its downstream 

pathways (namely RAS/RAF/MAPK and PI3K/AKT/mTOR) that promote cell growth, 

proliferation, inhibition of apoptosis, invasion and metastasis. Evidence have first showed, 

that patients with codon 12 or 13 KRAS-mutant tumors receive little or no benefit from anti-

EGFR therapies as single agents or combined with chemotherapy (7, 10, 125, 126). More 

recent studies revealed that the presence of mutations on exons 2, 3 and 4 of KRAS or 

NRAS were also predictive of resistance to anti-EGFR therapies (8, 27). In other words, 

cetuximab or panitumumab show benefits only to “RAS wild-type” patients, i.e patients with 

tumors that are not bearing mutations on exons 2, 3 and 4 of KRAS and NRAS. These 

findings led the European Medicine Agency (EMA) the use of cetuximab and panitumumab 

to patients with RAS wild-type tumors. 

However, from studies including RAS wild-type patients, the response rates to 

cetuximab or panitumumab therapy ranged from only 40 to 60% (11) which results in a large 

fraction of patients without any known causes for treatment failure. The presence of 

alterations in other genes such as PIK3CA or BRAF in the EGFR-dependent signaling 

pathways (8, 127, 128) is responsible for some of the non-responding cases. Moreover, 

overexpression or alterations on proteins such as PTEN, PI3K, AKT, involved in the 

RAS/RAF/MAPK or PI3K/AKT/mTOR signaling pathways can have a significant impact on 

cell proliferation or apoptosis. Absence or overexpression of proteins under their 

phosphorylated forms may be of interest to predict response to anti-EGFR mAb. Ligand 

fixation of the EGF receptor activate downstream signalling proteins like RAS, MEK, ERK or 

P90 in the RAS/RAF/MAPK pathway and AKT, GSK and P70 in the PI3K/AKT/mTOR 
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pathway. The fixation of ligand on the receptor activate the kinase activity which is 

responsible of the activation by phosphorylation of downstream proteins. The study of the 

expression of the downstream proteins under their phosphorylated forms is important to 

understand mechanisms of resistance to anticancer drugs and more precisely in our study of 

anti-EGFR drugs. In a previous study, we showed that the expression level of EGFR 

downstream signalling phosphoproteins (pMEK1 and pP70S6K) could predict longer 

progression free survival (PFS) and overall survival (OS) in KRAS exon 2 wild-type mCRC 

using multivariate analysis (129). 

In this paper, we describe the impact of RAS mutations (i.e. KRAS and NRAS exons 

2, 3 and 4 mutations) and of the expression of proteins involved in RAS/RAF/MAPK and 

PI3K/AKT/mTOR pathways in their active phosphorylated forms on the response to anti-

EGFR monoclonal antibodies in patients RAS wild-type with an advanced colorectal cancer. 

The 42 patients population described in our previous study (129) has been extended to 100 

patients and the research of mutations has been also extended from KRAS exon 2 to RAS 

(KRAS, NRAS) exons 2, 3 and 4. 
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Patients and methods 

 

Patients 

One-hundred tumor samples were collected from patients with metastatic  colorectal cancer 

treated by a combination of chemotherapy with anti-EGFR therapy. Characteristics of the 

patients are shown in table 1. All patients were refractory to FOLFOX and/or FOLFIRI 

regimen and were treated with anti-EGFR antibodies. In summary, 95% of the patients were 

treated by a combination of anti-EGFR and irinotecan, 2% were treated by a monotherapy 

using cetuximab or panitumumab, 1% were treated by a combination of anti-EGFR with a 

chemotherapy associating 5-fluorouracil and oxaliplatin and 1% were treated by 5-

fluorouracil. The outcomes were measured on response evaluation criteria in solid tumor 

(RECIST), progression free survival (PFS), and overall survival (OS). Patients with complete 

and partial response were considered as responders and patients with stable disease or 

progression as non-responders. Tumors were collected at time of surgery. All samples were 

available either as frozen samples and formalin-fixed paraffin-embedded tissues. 

 

Proteins extraction 

Whole cell protein extraction was performed from 5-mm frozen tumor tissues using the Kit 

RIPA lysis Buffer 1X (Tebubio, Le Perray en Yvelines, France) prepared with inhibitors 

(PMSF, protease inhibitor cocktail and sodium orthonavate) (Dutscher, Brumath, France) 

according to the manufacturer’s recommendations. 

 

Phosphoproteins analysis 

The expression of phosphorylated-EGFR (pEGFR(Tyr) and key phosphorylated proteins of 

EGFR downstream signaling pathway pAKT(Ser473), pERK1-2(Thr202/Tyr204, Thr185/Tyr187), 

pGSK3(Ser21/Ser9), pIGF1R(Tyr1131), pMEK1(Ser217/Ser221), pP70S6K(Thr421/Ser424), 

pP90RSK(Thr359/Ser363) were quantitatively analyzed in freshly-frozen samples using BioPlex® 
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Protein assay (BPA) (BioRad®, Marnes-la-coquette, France) as previously described (130). 

This technique is based on multiplex sandwich bead immunoassays. Protein extracts were 

transferred into 96-well dishes and diluted with buffered solution. Fluorescent capture beads 

coupled to antibodies directed against the phosphoproteins pEGFR(Tyr), pAKT(Ser473), pERK1-

2(Thr202/Tyr204, Thr185/Tyr187), pGSK3(Ser21/Ser9), pIGF1R(Tyr1131), pMEK1(Ser217/Ser221), 

pP70S6K(Thr421/Ser424), pP90RSK(Thr359/Ser363) were mixed, and added into each well and 

incubated overnight. Following incubation, the plates were washed and incubated with 

biotinylated antibodies fixing each target protein. Streptavidin– phycoerythrin solution was 

then added. The analysis consisted in a double laser fluorescence detection allowing 

simultaneous identification of the target protein through the red fluorescence emission signal 

of the bead and quantification of the target protein through the fluorescence intensity of 

phycoerythrin. Results were recorded as mean fluorescence intensities and compared to 

negative controls. Positive controls consisting of standard protein extracts from cell lines 

were added to each series. All results were normalized through the different batches of 

analyses by the same mutated tumor sample. The expression level of each phosphoprotein 

was recorded as fluorescence arbitrary unit. BPA assay requires 15–20 mg of tissue 

containing more than 50% of tumor material or equivalent amount of protein extract (i.e., 25 

mg total protein per assay in triplicate).  

 

Determination of KRAS, NRAS and BRAF mutations 

KRAS exons 2 and 3 and BRAF exon 15 mutation status were assessed by allelic 

discrimination using Taqman® qPCR probes as previously described (7, 128). KRAS exon 4 

and NRAS exons 2, 3 and 4 mutation stats were assessed using Sanger sequencing and 

next generation sequencing. Patients with wild-type tumors  for exons 2, 3 and 4 of KRAS 

and NRAS were considered as « RAS wild-type ». 
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Statistical analysis 

Statistical analysis was performed using SAS software (SAS Institute, Cary, NC 25513; 

version 9.2). A P-value <0 .05 was considered as statistically significant. 

Quantitative variables were described by mean, median and inter-quartile range and 

qualitative variables by frequency and percentage. The normality of the distribution of the 

expression of each phosphoproteins were assessed with the Shaprio-Wilk test. 

Overall survival (OS) and progression free survival (PFS) were described using the 

Kaplan-Meier method and compared between RAS mutations status with bivariate Cox 

proportional hazard model. Comparisons of each phosphoprotein according to the RAS 

mutations status were performed by a Mann-Whitney U test. 

  In the subgroup of RAS wild-type patients, the discriminant power of each 

phosphoprotein to predict the response rate was estimated with the area under the Receiver 

Operating Characteristic (AUC) and their 95% confidence intervals. An AUC greater than 0.8 

means that the phosphoprotein could differentiate the responders from the nonresponders. 

Each phosphoprotein was then dichotomized according to the best cut-off maximizing the 

sensitivity and the specificity. These thresholds were computed thanks to the Youden Index.  

The percentage of response rate were calculated for each level of the new binary variables 

and compared with a Chi-square test or a Fisher Exact test. The odds ratio and their 95% 

confidence interval were computed with a bivariate logistic regression. 

The phosphoproteins with a p-value less than 0.2 in bivariate analysis were introduced in a 

multivariate logistic regression with backward selection (131). The stability of the selected 

model was investigated using the bootstrap resampling method (132). 
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RESULTS  

Among the 100 tumor samples, 40 were found with a RAS mutation (36% with KRAS 

mutation and 4% with NRAS mutation) and 60% were RAS wild-type. Among the RAS wild-

type patients, 45.0% achieved a complete or partial response, and 55.0% had a stable 

disease or progression (p<0.001) when treated with anti-EGFR. Patients with a RAS 

mutation had significant lower PFS (HR=3.04[1.91; 4.83]) and OS (HR=2.49[1.56; 3.97]). 

PFS ad OS were significantly higher in RAS wild-type patients (figure 1). Expression of 

pAKT, pERK1/2 and pMEK1 was significantly lower in RAS wild-type patients than in RAS 

mutated patients (p=0.0246; p=0.004; p=0.0110 respectively) and no significant difference 

was observed between RAS wild-type and RAS mutated tumors in the expression of pEGFR, 

pGSK3, pIGFR, pP70S6K and pP90SRK – Table 2. 

In RAS wild-type patients, the areas under the curve (AUC) of the expression of each 

phosphoprotein according to response rate were under 0.80. After dichotomizing the 

expression of each phospohprotein with the best threshold to maximize the sensitivity and 

the specificity, response rate was significantly higher for tumors who express pEGFR and 

pAKT above the calculated threshold (p=0.0258 and p=0.0277 respectively).  No significant 

relation was found between response rate and the level of expression of the other 

phosphoproteins – Table 3 a. 

These two phospohproteins remained statistically significant in multivariate analysis to 

predict response after bootstrap validation – Table 3b. The AUC of the model was 0.673.  

No statistically significant difference was found between expression of phosphoproteins and 

PFS or OS in RAS wild-type tumor bearing patients (data not shown). 
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Discussion 

The development of molecular biology and knowledge about signalling pathways in cancer 

have been a real opportunity to improve treatment for patients with metastatic colorectal 

cancer. The history of RAS and the use of anti-EGFR therapies is characteristic of the 

importance of identifying response predictive biomarkers and molecular testing. Unluckily, a 

large proportion of RAS wild-type patients do not reach benefit from anti-EGFR targeted 

therapies and it is important to explore new targets and identify patients who will benefit from  

targeted therapies. The selection of these patients is crucial to avoid unworthy toxicities or 

inefficient treatment, but also for economic issues. 

In our study, the repartition of RAS mutation in the studied population is consistent with 

previously published data (27). The observed response rate is also consistent with known 

data with few or no response in RAS mutant tumor (36). Complete or partial responses were 

achieved in approximately 45.0% of RAS wild-type tumor bearing patients which is higher 

than previous published data for patients treated in second or further line with an association 

anti-EGFR and FOLFIRI (133). This difference can probably be related to the lower median 

age of our population and the better WHO status. 

The level of expression of phosphoproteins in the RAS mutated patients was found 

significantly higher than in RAS wild-type patients as we expected. The accumulation of RAS 

protein under its activated form cause the activation of RAF/RAS/MAPK and 

PI3K/AKT/mTOR signalling pathways resulting an overexpression of the downstream 

proteins involved in these pathways (5). 

In our study, the level of expression of phosphoproteins was measured by Bioplex® protein 

Array (BPA) and not by immuhohistochemistry. BPA is a validated method and comparable 

to western blot (130). Most of the studies published in the literature are using western blot or 

immunohistochemistry, which are qualitative and semi-quantitative assays respectively. BPA 

is a quantitative assay and allows more precision in the measurement of level of 
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phosphorylated proteins. However, immunohistochemistry allows the determination of the 

expression according to the localization of the target – i.e. nucleus, cytoplasm, stroma,... – 

whereas BPA is using the whole tumor and is unable to determine the localization of the 

overexpression in the cell. This difference of technical approach may be responsible of the 

discrepancies we will discuss further in this paragraph.  

Overexpression of pEGFR and pAKT were significantly associated with higher response rate 

in RAS wild-type patients but no statistically significant relation was found between the 

expression of phosphoproteins and PFS and OS. These date do not confirm our previously 

published data (129). In the study published in 2010, by Perkins et al., PFS was related to a 

lower expression of pMEK and pP70S6K in wild-type KRAS exon 2 tumors bearing patients. 

Among the 42 patients included in this study, only 23 were wild-type KRAS tumors bearing. 

The lack of subjects in the wild-type KRAS class and the impact of KRAS exons 3, 4 and 

NRAS exons 2, 3 and 4 mutations may explain this difference with our present data. The 

relation between the overexpression of pEGFR and response rate has already been 

described by Razis et al. (134) and can be explained by the avidity of the tumor cell for its 

ligand: the more the cell is dependent from its ligand, the more EGFR will be expressed and 

the more anti-EGFR will be effective against tumor cells. Considering this ligand avidity, it is 

not surprising that a better response rate was achieved with anti-EGFR with RAS wild-type 

tumors overexpressing pEGFR. More surprisingly, a significant relation have been found 

between higher response rate and overexpression of pAKT. It is known that activation of AKT 

is dependent of the activation of EGFR (135). It has also been described that expression of 

pAKT was associated with lower response rate and lower PFS (136), but the studied 

population was selected between 2007 and 2011 and no indication mention if the patients 

treated by anti-EGFR were only RAS wild-type or not. In our study, the expression of pAKT 

was associated with a higher response rate but no statistically significant difference in PFS 

and OS was found (HR=1.004 ; CI 95% [0.995 ; 1.013] and HR=1.006 ; CI 95% [0.996 ; 

1.016] repescrively). In the study of Saglam et al., an increasing of pAKT expression has 
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been described during colorectal cancer progression (137). We hypothesize that the 

overexpression of pEGFR induce better response rate for RAS wild-type patients treated by 

anti-EGFR, but this overexpression of pEGFR induce an overexpression of pAKT which 

leads to progression and annihilate anti-EGFR benefits and explain that no statistically 

significant difference in PFS was found. As already suggested, AKT may be an interesting 

target in colorectal cancers (138, 139). Ongoing trials are currently testing an allosteric 

inhibitor of AKT, the MK-2206 (139, 140) in patients with mestastatic colorectal cancer. On 

the basis of our results, we hypothesize that associating anti-EGFR and anti-AKT therapies 

may be of interest in RAS wild-type patients. 

In conclusion, these data suggest that the overexpression of pEGFR and pAKT may be 

response predictive biomarkers for RAS wild-type patients treated with anti-EGFR and on the 

basis of our results, we hypothesize that the association of anti-EGFR and anti-AKT 

therapies could be of interest. 
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Table 1: Characteristics of patients analyzed for EGFR pathway protein by bioplex proteins 

assay. 

 
Median Age (Years ; range) 61 (22-80) 
Gender Male 58 
 Female 41 
 NA 1 
Number of chemotherapy line used before anti-EGFR 0 0% 
 1 5% 
 2 46% 
 3 36% 
 4 8% 
 5 3% 
 6 2% 
Death Yes 83% 
 No 17% 
Median OS (month – range) (month – range) 10.0 (0.1-48.1) 
Median PFS (month – range) (month – range) 4.1 (0-20.0) 
Response Complete Response 2% 
 Partial response 26% 
 Stable disease  34% 
 Progressive disease 37% 
 NA 1% 
WHO 0 28% 
 1 48% 
 2 11% 
 3 1% 
 NA 12% 
Mutation  KRAS 36% 
 NRAS 4% 
 BRAF 2% 
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Table 2 : Expression of phosphoproteins in all samples, RAS muted samples and RAS wild-type samples. Expression of pAKT, pERK1/2 and 

pMEK1 is significantly lower in RAS wild-type patients. 

 

  All RAS mutated RAS wild-type p 

pAKT 104.01 ; 98.5 [86.04;124.55] 110.79 ; 109.46 [93.31;126.27] 99.49 ; 92.83 [82.10;122.07] 0.0246 

pEGFR 139.35 ; 109.39 [86.69;141.04] 174.69 ; 105.38 [88.58;146.54] 115.80 ; 110.11 [85.16;139.13] 0.9355 

pERK 1/2 245.73 ; 138.98 [101.59;263.85] 350.22 ; 178.23 [137.87;395.01] 176.07 ; 113.83 [92.04;169.58] 0.0004 

pGSK3 133.03 ; 101.05 [66.38;183.82] 135.62 ; 97.79 [66.38;168.41] 131.30 ; 105.88 [65.32;184.71] 0.7676 

pIGFR 83.65 ; 74.83 [64.29;96.68] 83.52 ; 70.81 [63.89;91.62] 83.74 ; 77.13 [64.70;101.09] 0.4024 

pMEK1 272.19 ; 131.82 [80.42;280.74] 411.25 ; 209.52 [87.89;402.14] 179.48 ; 104.09 [77.70;201.28] 0.0110 

pP70S6K 123.31 ; 112.49 [89.14;135.21] 131.39 ; 124.47 [93.58;136.83] 117.93 ; 105.24 [85.00;135.21] 0.1690 

pP90SRK 74.37 ; 75.61 [49.71;95.38] 81.03 ; 80.27 [48.73;101.78] 69.93 ; 71.78 [50.11;88.26] 0.1303 

*mean; median [lower quartile ; upper quartile] 
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Table 3 : Expression of phoshoproteins and response rate. Patients with expression of pAKT 

over 120 and pEGFR over 100 achieved significantly better response rate (a). These 

two phospohproteins remained statistically significant in multivariate analysis to 

predict response after bootstrap validation (b) 

a) 

pProt AUC et IC95% Threshold* RC ou RP p-value OR and CI95% 

pAKT 0.588 [0.436;0.74] 
<120 36.36%(16) 

0,0258 
1 

>=120 68.75%(11) 3.85[1.13;13.07] 

pEGFR 
0.634 

[0.491;0.776] 

<100 25.00%(5) 
0,0277 

1 

>=100 55.00%(22) 3.67[1.12;12.03] 

pERK1/2 
0.497 

[0.348;0.646] 

<110 38.45%(10) 
0,373 

1 

>=110 50.00%(17) 1.60[0.57;4.51] 

pGSK3 
0.504 

[0.355;0.653] 

<130 38.24%(13) 
0,228 

1 

>=130 53.85%(14) 1.88[0.67;5.31] 

pIGFR 
0.513 

[0.365;0.662] 

<60 33.33%(3) 
0,445 

1 

>=60 47.06%(24) 1.78[0.40;7.89] 

pMEK1 
0.497 

[0.348;0.646] 

<100 38.46%(10) 
0,373 

1 

>=100 50.00%(17) 1.60[0.57;4.51] 

pP70S6K 
0.585 

[0.439;0.731] 

<105 36.67%(11) 
0,194 

1 

>=105 53.33%(16) 1.97[0.70;5.54] 

pP90SRK 0.577 [0.43;0.723] 
<70 35.71%(10) 

0,176 
1 

>=70 53.13%(17) 2.04[0.72;5.77] 

*Optimal threshold according to Youden index. 
    

b) 
     MULTVARIATE 

    pProt OR et IC35% 
    

pAKT² 
1 

    3.70[1.04;13.18] 
    

pEGFR² 
1 

    3.53[1.03;12.11] 
     



Chapitre IV 
Nouveaux biomarqueurs prédictifs de résistance aux anti-EGFR, étude au niveau des gènes et au niveau fonctionnel 

 

130 
 

Figure 1: Kaplan-Meier’s curve of RAS wild-type and RAS mutated patients for PFS (a) and 

OS (b). 
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V. Discussion générale 

 

V.1. Biomarqueurs et Recherche translationnelle 

 

 La recherche translationnelle vise à améliorer la prise en charge des patients en essayant 

d’adapter directement les découvertes les plus récentes de la recherche fondamentale et en les 

transposant à la clinique. C’est le cas notamment dans le domaine des biomarqueurs de réponse aux 

thérapies ciblées en cancérologie. Durant les 10 dernières années, de nombreux biomarqueurs 

prédictifs de réponse ont été validés. C’est le cas, entre autres,  des translocations BCR-ABL dans la 

Leucémie Myéloïde Chronique (LMC) pour la prescription de l’imatinib, le dasatinib ou du nilotinib 

(141, 142), ou encore des mutations EGFR dans les cancers bronchiques non à petites cellules pour 

l’utilisation du gefitnib ou de l’erlotinib (83, 143), les mutations V600 du gène BRAF pour le 

traitement par vémurafenib ou dabrafenib des mélanomes métastatiques (113, 144), de la 

surexpression de HER2 pour la prescription du trastuzumab, du pertuzumab ou du trastuzumab-

emtansine dans les cancers du sein (86, 91, 145), ou encore, comme vu dans ce travail, des mutations 

des gènes KRAS et NRAS pour la prescription du cetuximab ou du panitumumab dans le traitement 

des cancers colorectaux métastatiques (27, 29). La liste des biomarqueurs validés et obligatoires pour 

la prescription d’une thérapie ciblée apparait dans le  

Tableau 3. 
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Biomarqueurs Molécules Indications 

Mutations de KRAS et NRAS Cetuximab, Panitumumab Cancer colorectal métastatique 

Mutations V600 de BRAF Vémurafenib, Dabrafenib Mélanome métastatique 

Mutations de EGFR Erlotinib, Gefitinib 
Cancer bronchique non à petites 
cellules 

Mutation KIT et PDGFR Imatinib Tumeur stromale Gastro-intestinale 

Surexpression du récepteur HER2 
Trastuzumab, Pertuzumab, 
Trastuzumab Emtansine, Lapatinib 

Cancer du sein métastatique 

Translocations de ALK Crizotinib 
Cancer bronchique non à petites 
cellules 

Translocations BCR-ABL Imatinib, Nilotinib, Dasatinib 
Leucémie Myéloïde Chronique, 
Leucémie Aigue Myéloïde Phi+ 

 

Tableau 3 Liste des biomarqueurs validés par l’Institut National du Cancer. La prescription des molécules est 
obligatoirement réalisée sur la base du résultat du test moléculaire. 

 

Ces biomarqueurs validés constituent une avancée majeure pour le traitement de la maladie 

cancéreuse, mais ne sont malheureusement pas suffisants. La valeur prédictive négative de ces 

biomarqueurs est souvent très bonne. On sait par exemple que la quasi-totalité des patients dont les 

tumeurs présentent des mutations sur les exons 2, 3 ou 4 de KRAS ou NRAS ne recevront aucun 

bénéfice d’un traitement anti-EGFR. Cependant, chez les patients dont les tumeurs ne présentent pas 

de mutation sur ces gènes, la réponse reste modeste, de l’ordre de 40 à 60% (11). Cela met en 

évidence la mauvaise valeur prédictive positive de ce biomarqueur. Il est de ce fait extrêmement 

important de trouver d’autres biomarqueurs afin d’affiner la valeur prédictive positive. 

Pour certaines thérapies ciblées comme les antiangiogéniques, il n’existe à ce jour aucun 

biomarqueur identifié, aussi bien de résistance que de réponse. De nombreuses équipes ont tenté de 

trouver un biomarqueur pour prédire la réponse ou la résistance au bevacizumab chez les patients 

atteints d’un cancer colorectal métastatique. C’est le cas par exemple de l’utilisation du 

Carbohydrate Hydrogen 19-9 (CA 19-9) qui, chez les patients où il est le moins exprimé au temps zéro 

(t0) de l’étude, prédit une médiane de survie globale plus élevée que le groupe le surexprime à t0  

(27,8 vs 15,3 mois ; p=0,0019) (146). Cependant, cette étude est rétrospective et fait appel à 252 
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patients qui, en fonction du taux initial de CA 19, ont été divisés en deux groupes établis selon un 

seuil calculé rétrospectivement de manière statistique. La validité de ce seuil statistique devra 

toutefois être contrôlé prospectivement. Le VEGF-A circulant a également été considéré comme 

biomarqueur prédictif de réponse au bevacizumab (147). Cette étude conclut en l’intérêt potentiel 

du VEGF-A comme marqueur pronostique sur tous les patients atteints d’un cancer colorectal 

métastatique, mais précise qu’il ne constitue pas un marqueur prédictif de réponse au bevacizumab. 

La survenue d’une hypertension chez les patients traités par bevacizumab a été reconnue comme un 

marqueur prédictif de réponse (148). Les patients chez lesquels une hypertension survient lors d’un 

traitement par bevacizumab ont une survie sans progression et une survie globale significativement 

meilleures par rapport aux patients ne présentant pas d’hypertension (HR = 0,57, 95% CI: 0.46-0.72; 

p<0,001 et HR = 0,50; 95% CI: 0.37-0.68; p<0,001 respectivement). Cependant, la survenue d’une 

hypertension est un signe clinique pouvant être observé après l’administration du bevacizumab, et 

ne peut pas être prédit. Enfin les derniers articles publiés sur la recherche de biomarqueurs prédictifs 

de réponse aux traitement antiangiogéniques dans les cancers colorectaux métastatiques étudient  

l’intérêt des micro-ARNs (149). C’est le cas notamment avec un article émettant l’hypothèse de 

l’intérêt de miR126 associé à EGFL7 (Epidermal Growth Factor-Like domain 7) dans la prédiction de la 

réponse aux traitements à base de bevacizumab (150). Là aussi, les auteurs mettent en évidence des 

relations probables entre les différents taux de EGFL7, la présence de miR126 et la présence ou non 

de mutations de RAS, mais leurs résultats sont à la limite de la significativité pour prédire la survie 

sans progression. 

Les nouvelles approches en cancérologie tendent à supprimer la notion de maladie d’organe et de ne 

considérer que le statut moléculaire. C’est le cas par exemple d’essais cliniques actuellement en 

cours. L’essai AcSé (Accès Sécurisé aux thérapeutiques innovantes), vise par exemple à étudier 

l’utilisation du vémurafenib chez les patients atteints d’un cancer quelque soit l’organe, et o 

condition que l’ADN tumoral présente une mutation V600 sur le gène BRAF. Le même essai est 

décliné pour l’utilisation du crizotinib chez les patients dont les tumeurs présentant des 
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translocations du gène ALK ou des mutations du gène MET. Les résultats de ces essais permettront 

de savoir si les cliniciens pourront se contenter à l’avenir d’une carte génétique caractérisant le 

cancer avec en face de chaque anomalie une alternative thérapeutique ciblée ou si l’approche par 

organe reste nécessaire. D’autres essais cliniques utilisant le même principe sont en cours. Dans 

certains centres de lutte contre le cancer, des réunions de concertations pluridisciplinaires 

moléculaires, « RCP moléculaires » sont déjà en place. Ces RCP moléculaires visent à faire bénéficier 

aux patients ayant épuisé les lignes thérapeutiques disponibles d’un génotypage selon un panel 

préétabli et de leur administrer la thérapie ciblée correspondante. Le recul étant faible, il est difficile 

aujourd’hui de déterminer le réel impact bénéfique ou non de ces traitements sur les patients. 

 

V.2. Discussion sur le travail de thèse et applications cliniques des 

résultats 

 

 Les trois objectifs principaux de ce travail étaient de mettre au point et d’optimiser des 

techniques de biologie moléculaire pour la détermination des statuts mutationnels de gènes 

d’intérêt d’une part, de valider ces techniques pour être en conformité avec la législation en vigueur 

et enfin d’appliquer ces techniques à la recherche de biomarqueurs prédictifs de réponse chez des 

patients atteints d’un cancer colorectal métastatique et traités par anti-EGFR. 

 Les techniques d’analyse des mutations de RAS et PIK3CA reposent essentiellement sur de la 

PCR en temps-réel. Il est important de noter que la sensibilité analytique de ces techniques peuvent 

avoir un impact considérable sur la prise en charge médicamenteuse des patients. En effet, en cas de 

sensibilité trop faible, un échantillon peut être interprété comme « sauvage » alors qu’en réalité il 

présente un faible taux de cellules portant la mutation (122). Les techniques utilisées lors de notre 

étude ont une sensibilité analytique de l’ordre de 1 à 10% selon le type de technique et selon le type 

de mutation recherché, ce qui laisse penser de façon raisonnable que le taux de faux négatifs reste 
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faible. Cependant, aucune étude à ce jour n’a déterminé si la présence d’une mutation dans une 

proportion très faible pouvait avoir un impact sur la réponse au traitement. Par exemple, si une 

cellule sur 100 000 présente une mutation de RAS, alors le patient ne bénéficierait-t-il pas de l’action 

d’un anti-EGFR pour les 99 999 cellules ne présentant pas l’altération moléculaire ? Observerait-on 

un phénomène de sélection clonale comme cela est décrit dans les modèles Darwiniens (151) ? 

D’autre part, certaines des techniques utilisées sont spécifiques d’allèles et d’autres non spécifiques. 

Chaque technique présente des avantages et des inconvénients. Les techniques spécifiques d’allèles 

comme la PCR TaqMan ou la PCR ARMS sont souvent plus sensibles et permettent de déterminer la 

présence de mutations déjà décrites via des sondes spécifiques de ces mutations. La plupart du 

temps, les sondes utilisées dans ces techniques sont fabriquées à partir des données de la littérature 

et en fonction des fréquences les plus élevées de mutations rencontrées. Si toutefois la mutation 

présente sur le gène ne fait pas partie des mutations recherchées par ces sondes spécifiques, alors 

l’échantillon sera considéré comme ne présentant pas de mutation (152). Dans le cas des techniques 

non spécifiques comme la PCR HRM, la sensibilité est souvent moins bonne que celle des techniques 

spécifiques, mais ces techniques permettent de screener la totalité d’un exon par exemple. Par 

conséquent, toute mutation présente sur l’exon sera détectée et ce quelque soit le type de mutation. 

Les mutations ne pouvant pas être caractérisées avec ces techniques non spécifiques, une mutation 

silencieuse est détectée au même titre qu’une mutation activatrice, ce qui pose le problème de 

l’utilisation de thérapies ciblées pour ces patients. En cas de substitution d’un nucléotide mais qui ne 

modifie pas l’acide aminé résultant lors de la traduction, la méthode de PCR non spécifique donnera 

l’information « présence d’une mutation », ce qui contre-indiquera par exemple la prescription d’un 

anti-EGFR, alors que la protéine KRAS restera normalement fonctionnelle chez le patient. Par 

conséquent, avec ce type d’approche, le risque de « faux positif » dans le sens « présence d’une 

mutation ne contre-indiquant pas l’utilisation d’un anti-EGFR » est possible. Compte tenu des 

avantages et inconvénients de chaque méthode, la technique idéale devrait être sensible, spécifique, 

mais aussi compatible avec la routine et les délais de mise sous traitement. Aujourd’hui, seules les 
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techniques de séquençage à haut-débit permettent de réunir toutes ces qualités, à l’exception de la 

mise en œuvre qui est souvent lourde et qui par conséquent se répercute sur les délais de rendu des 

résultats aux cliniciens, mais aussi un coût élevé par échantillon. Une solution intermédiaire peut 

cependant être trouvée en utilisant une technique non spécifique afin de screener les tumeurs 

pouvant présenter des mutations, puis une méthode spécifique plus sensible pour identifier les 

mutations. Ce workflow est décrit dans la Figure 13. Cependant, par exemple, dans la recherche de 

mutations du gène EGFR dans les cancers du poumon pour la prescription du gefitinib ou de 

l’erlotinib, la caractérisation des mutations d’emblée est importante. En effet, certaines mutations du 

gène EGFR, comme par exemple la mutation T790M sont reconnues comme étant des marqueurs 

prédictifs de résistance à ces thérapies ciblées (153), tandis que les autres mutations, comme les 

L858R, sont des marqueurs prédictifs de réponse. Il n’existe donc pas de solution idéale à ce jour. 

Demande de génotypage
KRAS, NRAS, BRAF

Screening HRM
des exons 2, 3 et 4 de KRAS et NRAS

Muté ?

Envoi d’un compte-rendu « Muté sur l’exon X » du 
gène KRAS ou NRAS puis passage en NGS (une 

série par mois)

Oui

Non

CR complémentaire avec caractérisation de la 
mutation

Envoi d’un compte-rendu « Pas de mutation des exons 
2, 3 et 4 de KRAS et NRAS »

 

Figure 13 Proposition de workflow pour l’organisation des plateformes 
de génétique moléculaire réalisant des génotypages de RAS. L’utilisation 
d’une technique non spécifique comme la PCR HRM permet d’obtenir le 
résultat « muté » ou « non muté » de manière peu coûteuse et rapide, 
puis dans un second temps, le séquençage haut débit permet de 
caractériser les mutations détectées dans la première étape et de 
prévenir les cliniciens en cas de mutation silencieuse par exemple. 
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La validation des techniques de biologie moléculaire selon les exigences de la norme ISO 15 189 est 

possible, cependant des adaptations de la méthodologie proposée par le COFRAC dans le SH GTA-04 

sont nécessaires. En effet, le guide de validation du COFRAC est clairement adapté à la biologie 

médicale de routine et très peu adapté à la biologie moléculaire. En particulier, la rareté des 

échantillons et le coût des examens ne permettent pas de suivre à la lettre le SH GTA-04. Par 

exemple, il est recommandé par le COFRAC pour les essais de répétabilité ou de reproductibilité de 

passer au moins 30 fois un échantillon de 5 concentrations différentes. Cela n’est clairement pas 

réalisable dans le cadre d’analyse d’ADN, la quantité extraite depuis une biopsie étant parfois très 

faible et ne suffit parfois pas à la réalisation des examens prescrits. L’autre difficulté de la validation 

des méthodes de biologie moléculaire réside dans le peu de littérature consacrée aux validations de 

méthode. Aujourd’hui en France, seules 28 plateformes de biologie moléculaire sont habilitées par 

l’INCa à réaliser des génotypages dans le cadre de la recherche de biomarqueurs. Cela explique en 

grande partie le peu de données disponibles sur le sujet. 

Le dernier objectif de ce travail concernait l’étude de l’expression des phosphoprotéines dans des 

tumeurs de patients atteints d’un cancer colorectal métastatique. Dans la population étudiée, le 

nombre de patient était de 100. Parmi ces 100 patients, 60 ne présentaient pas de mutations des 

gènes KRAS et NRAS. Sur la population globale, il a été retrouvé, comme décrit dans la littérature, 

une tendance à la surexpression des phosphoprotéines chez les patients dont les tumeurs 

présentaient des mutations et à l’inverse une moindre expression des phosphoprotéines chez les 

patients dont les tumeurs étaient wild-type. De même, la population étudiée possédait les mêmes 

caractéristiques concernant la réponse aux anti-EGFR pour les patients dont les tumeurs ne 

présentaient pas de mutation de RAS. Nous avons retrouvé une expression significativement plus 

importante de pEGFR et de pAKT chez les patients présentant une meilleure réponse au traitement 

et dont les tumeurs étaient wild-type. La surexpression de pEGFR a déjà été décrite comme un 

marqueur prédictif de réponse aux anti-EGFR, mais l’expression de pAKT au contraire est souvent 

associées à une diminution du taux de réponse, de la survie sans progression et de la survie globale. 
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De plus, dans notre population, aucune relation significative n’a été retrouvée entre l’expression de 

pMEK et de pP70S6K chez les patients dont les tumeurs ne présentaient pas de mutations de RAS et 

traités par anti-EGFR. Cela va à l’encontre des résultats publiés par le laboratoire en 2010 (129). 

Cette différence peut s’expliquer par la taille de la population analysée tout d’abord. L’étude 

préliminaire ne comptait que 42 patients tandis que l’étude décrite ici repose sur l’analyse de 100 

patients. Cependant d’autres paramètres rentrent nécessairement en compte. Tout d’abord les 

prélèvements tumoraux réalisés ont été congelés directement à -80°C, mais aucune information 

n’était disponible sur les durées d’ischémie chaude et froide. Les phosphoprotéines étant fragiles, le 

temps entre le début de l’intervention chirurgicale et la fin, et le temps de transport du préleveur au 

laboratoire pour congélation est une donnée importante. Dans notre étude, ces délais ne sont 

malheureusement pas recueillis. Les durées d’ischémie chaude et froide ont un impact direct sur la 

qualité des analytes lorsque ceux-ci sont fragiles, comme c’est le cas pour les phosphoprotéines 

(154). Ainsi, toute la phase pré-analytique n’est pas totalement maitrisée dans cette étude. 

L’utilisation de fixateurs comme le RCL2, permettant de mieux conserver les ARNm et les 

phosphoprotéines peuvent être utilisés. En utilisant ce type de fixateur, le temps d’ischémie chaude 

resterait inchangé, mais la durée d’ischémie froide pourrait être quasi nulle si les chirurgiens 

préleveurs placent directement au bloc le prélèvement dans un flacon contenant du RCL2 (données 

en cours de publication). D’autre part le pourcentage de cellules tumorales a été déterminé, mais il 

est connu que cette évaluation est difficile et peu reproductible. De plus, la masse de la biopsie 

effectuée n’est pas standardisée. Par conséquent, compte tenu de ces deux éléments, il existe un 

biais puisque le nombre de cellules analysées n’est probablement pas le même d’un échantillon à 

l’autre. La biopsie qui a été analysée a été faite généralement sur un endroit accessible de la tumeur. 

Il se pose alors la question de savoir si la zone biopsiée est bien représentative de la tumeur. Les 

résultats de cette étude sont aussi discutés par rapport à la technique d’analyse utilisée. Le Bioplex® 

permet une analyse quantitative, mais ne possède pas de témoins interne. Par conséquent, une 

moyenne des valeurs des échantillons analysés est utilisée pour déterminer une expression de base. 
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Ce problème est rencontré également dans les technique de Western Blot et d’immunohistochimie. 

Cependant, cette dernière technique, bien que semi-quantitative, et reposant sur la détermination 

d’un score par le médecin anatomopathologiste, permet de déterminer si la surexpression de la 

phosphoprotéine est plutôt nucléaire ou cytoplasmique. En technique Bioplex®, c’est un lysat 

tumoral qui est analysé, il n’est donc pas possible de différencier l’activité selon la localisation dans la 

cellule ou dans le tissu. Enfin, il est important de considérer l’hétérogénéité tumorale. Ainsi, l’étude 

de West N.P. et al. démontre clairement à travers l’étude de prélèvements obtenus de patients 

atteints de cancers colorectaux, que la répartition des cellules tumorales dans l’échantillon est assez 

hétérogène et est une source importante de variabilité, notamment de part la présence de stroma en 

quantité variable dans le tissu tumoral (155) - Figure 14. 

 

Figure 14 Illustration de l’hétérogénéité tumorale sur une coupe HES d’un prélèvement de cancer colorectal (A). La quantité 
de stroma varie de manière considérable d’un échantillon à l’autre lorsque l’on considère des points précis de la coupe (B), 
rendant difficile l’évaluation de la quantité de cellules tumorales dans un échantillon (C). D’après West N.P. et al. (155) 

 

L’hétérogénéité tumorale peut être microscopique comme précédemment cité, mais aussi au niveau 

moléculaire. De plus en plus d’études décrivent la présence de mutations différentes au sein de la 

même tumeur, comme par exemple la présence de deux mutations différentes sur le codon 12 du 

gène KRAS (156). Au laboratoire, plusieurs cas de patients présentant à la fois des mutations du gène 

KRAS et NRAS ont déjà été rencontrés, ainsi que des patients présentant des doubles mutations du 

codon 12 de KRAS (données non publiées). Ainsi, en considérant la possible présence de différents 

C 
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clones de cellules tumorales présentant des mutations de différentes sortes ou de clones ne 

présentant pas de mutation, il semble difficile de prédire au niveau de la signalisation cellulaire les 

expressions des phosphoprotéines dans chacune des cellules. Par conséquent, en mesurant 

l’ensemble de l’activité dans la tumeur, la surexpression de phosphoprotéines due à une mutation 

particulière pourrait très bien être « nivelée » par les niveaux d’expression  mesurées dans des 

cellules ne présentant pas les mêmes caractéristiques moléculaires. 

 

V.3. Les autres voies de signalisation à considérer 

 

 Dans notre étude, nous avons essentiellement considéré les voies de signalisation 

RAS/RAF/MAPKinases et PI3K/AKT/mTOR. De nombreuses études font état de l’importance d’autres 

voies mises en jeu dans les cancers colorectaux métastatiques. C’est le cas notamment de la voie des 

WNT, la voie des STAT et de la voie P38MAPK. 

 

V.3.1. La voie des WNT 

 

 Aussi appelée voie des β-caténines, la voie WNT est impliquée dans de nombreux processus 

importants dont l’embryogenèse, mais également dans l’homéostasie intestinale. Des messages 

protéiques appelés WNT vont activer les récepteurs Frizzled (FZD) pour induire la stabilisation de la 

β-caténine, protéine impliquée dans les liaisons inter-membranaires, sous sa forme cytoplasmique 

(47). La surexpression de WNT2 dans les cancers colorectaux est connue depuis 1996 (157), 

cependant, les retentissements cliniques et pronostiques de la surexpression ou de l’absence 

d’expression des acteurs de la voie WNT ne sont connus que depuis peu de temps. Par exemple, la 

diminution de l’expression de WNT5a dans les cancers colorectaux est synonyme d’agressivité 
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tumorale, WNT5a agissant comme un gène suppresseur de tumeur (158). Dans les cancers 

colorectaux, de nombreuses mutations sont retrouvées au niveau tumoral touchant la voie WNT. 

Cette voie étant au centre de la carcinogenèse, il semble que les protéines intervenant dans ces 

cascades de signalisation soient de bonnes candidates à la mise au point de thérapeutiques ciblées 

(159). 

 

V.3.2. La voie STAT 

 

 La voie STAT, ou JAK/STAT/SOCS3 est activée par de nombreuses cytokines comme 

l’Interleukine 6 (IL-6), l’interleukine 15 (IL-15), mais aussi par le GM-CSF (Granulocyte Macrophage 

Colony Stimulating Factor) (160). Cette voie fait intervenir les protéines JAK (JAK1, JAK2, JAK3 et 

TYK2) qui sont des protéines intra-cytoplasmiques à activité tyrosine kinase. L’activation de JAK va 

permettre la phosphorylation des protéines STAT qui vont alors être responsables via la production 

de protéines inhibitrices comme SOCS3 de contrôler la prolifération, la croissance, la division ou 

encore le développement cellulaire. 

Dans les cancers colorectaux, cette voie montre de plus en plus son intérêt. Tout d’abord, il 

semblerait que l’expression de STAT1 et STAT3 soient des marqueurs pronostiques favorables (161). 

D’autre part, cette voie semble être une piste intéressante pour le développement de nouvelles 

thérapies ciblées. C’est le cas par exemple d’un inhibiteur de HSP90, le ganetespib, dont l’activité 

antiangiogénique est régulée par HIF-1α et STAT-3  (162). Enfin, il semblerait que cette voie soit 

responsable, après activation par l’IL-23, d’augmenter le potentiel métastatique des tumeurs en 

diminuant l’action de SOCS3 (163). Des inhibiteurs de JAK comme AZD1480 sont également en essai 

actuellement. Cette molécule agit notamment en inhibant la voie JAK2/STAT3 (164). 
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Ainsi, cette l’étude de cette voie de signalisation semble très prometteuse pour la détermination de 

nouvelles cibles thérapeutiques et la recherche de nouveaux biomarqueurs dans les cancers 

colorectaux métastatiques. 

 

V.3.3. P38MAPK 

 

 La P38MAPkinase appartient à la famille des MAPKinases. La famille P38 est constituée de 

quatre membres présentant une homologie de 60%, p38α, p38β, p38  et p38δ. P38α est l’isoforme le 

mieux caractérisé et à priori le plus abondant car exprimé dans la plupart des types cellulaires (165). 

Ces kinases jouent un rôle dans la régulation de la prolifération et la différenciation cellulaire ainsi 

que dans le contrôle de l’apoptose. 

Nous avons démontré au laboratoire que l’activation de P38MAPK est retrouvée dans certains 

cancers du sein - Annexe 1. Cette piste est également exploitable dans les cancers colorectaux. Il a 

notamment été démontré que dans cette pathologie, P38MAPK était un facteur clé de la régulation 

entre autophagie et apoptose au niveau cellulaire (166). De plus, il a été démontré l’existence d’un 

crosstalk entre KRAS et P38. Dans les tumeurs, la présence d’une mutation activatrice activerait en 

permanence P38, ce qui permettrait à la cellule cancéreuse de maintenir un fort pouvoir de 

prolifération, notamment lors de l’utilisation de molécules anti-MEK (167). Le blocage de ce crosstalk 

est possible en inhibant P38α, ce qui provoque une augmentation de la caspase 8 médiée par TRAIL, 

ainsi qu’une régulation positive de HER3 dépendant de FOXO3A avec des conséquences sur la 

suractivation de la voie de signalisation de survie MEK-ERK1/2 (168). Ainsi, le double blocage de 

P38α et de MEK pourrait constituer une bonne stratégie thérapeutique dans le traitement des 

cancers colorectaux, avec comme prérequis à cette thérapie une surexpression de P38α et de MEK. 
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V.4. Les nouveaux biomarqueurs 

 

 Dans ce travail, afin d’étudier les mutations somatiques et l’expression de phosphoprotéines, 

nous avons utilisé du matériel tumoral, soit sous forme de tissu fixé au formol et inclus en paraffine, 

soit à partir de tissu tumoral congelé. Les prélèvements utilisés étaient soit des biopsies, soit des 

pièces d’exérèse. Dans certains cas, il est très difficile d’obtenir du matériel tumoral (tumeur non 

accessible à la biopsie, tumeur non opérable, tumeur irradiée, ...). Le développement des techniques 

de biologie moléculaire permettent aujourd’hui quasiment d’obtenir les mêmes informations à partir 

d’un prélèvement sanguin ; c’est le concept de biopsie liquide. 

 

V.4.1. ADN tumoral circulant 

 

 Les cellules tumorales en mourant libèrent dans la circulation sanguine et lymphatique des 

fragments de leur ADN. Cet ADN libre tumoral ou ADN tumoral circulant (ctDNA) devient ainsi 

détectable dans les fluides grâce à des techniques de haute sensibilité. Il a été démontré dès 2002 

que la détection au niveau sanguin de ctDNA chez les patients atteints d’un cancer colorectal 

métastatique était un facteur de mauvais pronostic avec notamment une augmentation du risque de 

récurrence (169). Les techniques de haute sensibilité ont permis quelques années plus tard de 

démontrer l’intérêt de la détection de ctDNA dans le suivi de la maladie cancéreuse. Dans les cancers 

colorectaux métastatiques, le suivi des copies de ctDNA détectées permet d’évaluer si le protocole 

de chimiothérapie reste efficace ou non et de prédire la survenue d’une résistance aux traitements 

(170). Enfin, de plus en plus d’études ont montré que les mutations retrouvées au niveau du ctDNA 

se retrouvaient au niveau de la tumeur primitive. Par conséquent, il sera bientôt possible d’utiliser 

les caractéristiques du ctDNA et éviter les biopsies ou la chirurgie pour déterminer les statuts 

mutationnels des gènes d’intérêt (171). 
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V.4.2. Cellules tumorales circulantes 

 

 Lors du développement des tumeurs, il arrive fréquemment que des cellules tumorales 

soient relarguées dans la circulation générale. Les nouvelles techniques de biologie moléculaire 

permettent aujourd’hui de compter et d’isoler ces cellules tumorales circulantes (CTC) pour les 

étudier. Dans une étude publiée en août 2014, Kalikaki et al. proposent par exemple l’isolement des 

CTC et l’étude de leur statut KRAS au cours de l’évolution de la maladie comme futur marqueur de 

réponse et de suivi des traitements (172). D’autres auteurs proposent même la notion, empruntée 

au domaine de l’hématologie, de maladie résiduelle basée sur l’étude des CTC, afin de suivre les 

patients atteints d’un cancer colorectal après une première rémission de leur maladie (173). 

 

V.4.3. Les microARNs 

 

 Enfin, les micro ARN ou miR semblent être des biomarqueurs candidats extrêmement 

importants. Les miR sont des ARN non codants de petite taille et dont le rôle est avant tout la 

régulation de phénomènes biologiques. Dans les cancers colorectaux, de nombreux miR ont été 

décrits avec à chaque fois des propriétés extrêmement intéressantes. On peut citer par exemple miR-

100 qui semble être un marqueur lié à la progression de la maladie et à un mauvais pronostic (174). Il 

semble que les miR soient également de bons candidats biomarqueurs dans les cancers colorectaux 

pour prédire la réponse aux chimiothérapies à base de 5-FU pour miR-107 et miR-99a-3p (175). Un 

article récent d’une équipe Française a également montré que l’expression de Hsa-miR-31-3p, un 

micro ARN responsable de la régulation de 47 gènes, permet de prédire la réponse aux traitements 

par anti-EGFR chez les patients dont les tumeurs sont RAS wild-type (176). 
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V.5. Evolution des techniques en biologie moléculaire 

 

 En 1990 a été lancé le Human genome project. Ce projet visait à séquencer l’intégralité du 

génome humain. C’est en 2003 que la fin du projet a officiellement été annoncée. Ce projet aura 

duré 13 ans et coûté plus de 2,7 milliards de dollars Américains. En 2014, la société Illumina propose 

le séquençage du génome pour 1000$ US en moins de 3 jours. Cet exemple est représentatif des 

progrès techniques réalisés dans le domaine de la biologie moléculaire. 

 Il est aujourd’hui possible à la plupart des laboratoires de biologie moléculaire d’acquérir un 

séquenceur de nouvelle génération permettant le séquençage à haut-débit. Cette évolution majeure 

a révolutionné l’approche en génomique tumorale et a permis un développement sans précédent 

des connaissances dans le domaine de la génétique (177). La quantité de données ajoutées dans les 

bases de données d’ADN sont représentées dans la Figure 15. 

 

Figure 15 Informations concernant l’ADN, ajoutées chaque année dans les bases de données 
mondiales entre 1971 et 2011. Le développement des technologies de séquençage a provoqué 
une véritable explosion de la quantité de données disponibles dans les bases. D’après 
Wiechers et al. (177) 

Différentes technologies de séquençage de nouvelle génération sont disponibles sur le marché 

actuellement. Les technologies les plus répandues aujourd’hui sont le pyroséquençage (technologie 

Flex 454 de Roche Diagnostics), la bridge PCR (technologie Ion Torrent de Life Technologies) et la PCR 
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en émulsion/ligation (technologie MiSeq de Illumina). Ces technologies présentent de nombreux 

avantages par rapport à la technique « historique » de Sanger. Cependant, le haut débit de ces 

machines peut parfois poser des soucis d’interprétation et le recours à un bioinformaticien est 

souvent nécessaire. Il est parfois difficile de faire la différence entre présence d’un variant 

minoritaire et artefact de séquençage dû, par exemple, à la technologie utilisée ou une erreur de la 

polymérase lors de la PCR. Les séquenceurs de troisième génération permettront le séquençage sans 

amplification, ce qui devrait permettre de résoudre ces problèmes. Un exemple d’application directe 

dans le domaine des biomarqueurs prédictifs de réponse dans le traitement des cancers colorectaux 

métastatiques est l’utilisation du système GS Junior de Roche Diagnostics au laboratoire pour la 

détermination des séquences des gènes KRAS, NRAS, BRAF, PIK3CA, ALK et MET à partir de fragments 

tumoraux fixés au formol et inclus en paraffine (données en cours de publication). Les technologies 

de très haut débit comme la technologie Illumina permettent également l’analyse de l’expression des 

micros ARNs dans les tissus ou les échantillons sanguins (178, 179). 

Les techniques de PCR en temps-réel ont également considérablement évolué au cours des dernières 

années. L’utilisation de techniques comme la digital PCR, la droplet PCR, le beaming, la technologie 

IntPlex® ou encore la technologie RainDance® permettent désormais de détecter une copie mutée 

sur 10 000 copies non mutées. Ces techniques ont notamment un intérêt dans l’analyse de l’ADN 

tumoral circulant. Les différentes approches techniques pour l’analyse de l’ADN tumoral circulant ont 

fait l’objet d’un chapitre dans le livre édité aux éditions Springer Paris, « Les 

biomarqueurs moléculaires en oncologie », Pr. JL Merlin – Annexe 2. 

Enfin, de nombreux progrès ont permis également de mieux isoler et étudier les cellules tumorales 

circulantes. C’est le cas notamment de la technologie DEPArrayTM qui permet d’isoler une cellule 

d’intérêt, comme par exemple une cellule tumorale circulante, sur un prélèvement de sang standard 

contenant plusieurs milliers de cellules (180). 



Chapitre V 
Discussion générale 

 

148 
 

Toutes ces nouvelles techniques contribuent évidemment à augmenter les chances de découverte de 

biomarqueurs prédictifs de réponse aux thérapies ciblées quelque soit la pathologie cancéreuse 

concernée. 
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 Les thérapies ciblées sont une évolution majeure pour le traitement des patients atteints de 

cancers. Dans des pathologies comme la LMC, l’utilisation de thérapies ciblées a permis de modifier 

complètement le pronostic de la maladie permettant de passer d’un pronostic très sombre à une 

maladie plus chronique avec des survies à 5 ans supérieures à 90%. Dans le traitement des tumeurs 

solides, les thérapies ciblées ont permis des avancées un peu moins spectaculaires, mais tout de 

même remarquables. Ainsi, que ce soit dans le traitement des cancers du sein métastatiques, des 

mélanomes métastatiques, des cancers bronchiques non à petites cellules, des tumeurs stromales 

gastro-intestinales ou comme dans ce travail, des cancers colorectaux métastatiques, l’identification 

des mécanismes moléculaires a permis d’identifier une cible exprimée de manière préférentielle par 

la cellule cancéreuse, permettant ainsi son ciblage et permettant dans tous les cas d’obtenir des taux 

de réponse supérieurs à la chimiothérapie conventionnelle. 

La découverte de biomarqueurs prédictifs de réponse à une thérapeutique ciblée est essentielle. 

Cependant il est important de noter que les valeurs prédictives négatives de ces biomarqueurs sont 

souvent très bonnes alors que les valeurs prédictives positives le sont souvent beaucoup moins. C’est 

le cas par exemple des cancers colorectaux pour lesquels la présence de mutation des gènes KRAS ou 

NRAS signifie presque à 100% une absence de réponse aux anti-EGFR, alors que l’absence de 

mutation sur ces mêmes gènes ne garantit pas pour autant une réponse. En effet, comme 

précédemment cité dans ce travail, les patients RAS wild-type atteints d’un cancer colorectal 

métastatique et traités par un anti-EGFR en association à une chimiothérapie ne répondent au 

traitement que dans 40 à 60% des cas. Il est donc important de garder à l’esprit qu’il existe encore 

des mécanismes influençant la réponse non élucidés, et qu’à ce jour en cancérologie, il n’existe pas 

de biomarqueur prédictif de réponse à une thérapie ciblée permettant de prédire un succès dans 

100% des cas. D’autre part, certaines thérapies ciblées, comme les traitements antiangiogéniques, 

sont toujours orphelines de biomarqueurs prédictifs de réponse. 



Conclusion 

 

151 
 

L’évolution exponentielle des technologies disponibles en biologie moléculaire permettent 

aujourd’hui aux chercheurs du monde entier de mieux appréhender les mécanismes de la maladie 

cancéreuse, mais aussi de comprendre l’immense complexité de ce qu’il reste encore à découvrir. Le 

séquençage haut débit ou ultra-haut débit, l’analyse des cellules tumorales circulantes ou encore 

l’amélioration des techniques de PCR et de séquençage permettant d’obtenir la sensibilité suffisante 

pour l’analyse d’ADN tumoral circulant, sont des avancées technologiques majeures qui ouvrent des 

perspectives gigantesques aussi bien en recherche fondamentale qu’en clinique pouvant générer des 

changements radicaux de prise en charge, par exemple avec l’arrivée imminente des biopsies liquides 

dans le diagnostic, le pronostic ou le suivi de la maladie cancéreuse. 

Dans ce travail, nous avons réalisé trois objectifs : nous avons déterminé et validé des techniques de 

biologie moléculaire afin de permettre l’analyse fiable et répétable de mutations présentes sur des 

gènes d’intérêt. Puis nous avons validé ces techniques selon les normes imposées par la législation 

Française afin de les rendre disponibles en routine et de permettre leur utilisation tout en respectant 

les exigences imposées par la norme ISO 15 189. Enfin, nous avons étudié l’expression des principales 

phosphoprotéines impliquées dans les voies de signalisation en aval des récepteurs à l’EGF, puis 

confronté les niveaux d’expressions à la génomique d’une part et à la clinique d’autre part. Ce travail 

de recherche translationnelle vise à permettre de mieux cibler les patients qui pourraient bénéficier 

d’un traitement anti-EGFR et limiter les échecs de traitement pour les patients dont la tumeur ne 

présente pas de mutation sur les gènes KRAS et NRAS. Les résultats finaux mettent le doigt sur la 

complexité des mécanismes en aval et des nombreuses investigations nécessaires pour pouvoir 

améliorer la valeur prédictive positive des biomarqueurs dans le cancer colorectal métastatique 

traités par anti-EGFR. 

La recherche translationnelle a pour vocation de permettre un transfert plus simple des applications 

de la recherche fondamentale vers la clinique, « from bench to bedside ». En cancérologie, la 

découverte de biomarqueurs prédictifs de réponse aux thérapies ciblées a amélioré de façon 
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considérable le pronostic des patients atteints de cancers. Cependant les nouvelles technologies 

aidant, force est de constater l’immense complexité de la pathologie cancéreuse et force est de 

réaliser que nous ne voyions jusqu’à présent que la partie émergée d’un iceberg. Les récentes 

découvertes en génomique, en transcriptomique, en protéomique, en épigénétique, ou encore en 

immunologie, illustrent parfaitement la pluridisciplinarité requise pour peut-être un jour pouvoir 

mieux appréhender les mécanismes impliqués dans la maladie cancéreuse. Les collaborations 

interdisciplinaires sont plus que jamais une nécessité pour espérer un jour pouvoir guérir totalement 

les patients atteints de cancers. 



 

153 
 

 

 

 

 

 

 

 

Annexes 

  



Annexes 

 
 

154 
 

Annexe 1 : Expression and activation of P38 MAP kinase in invasive ductal breast cancers : Correlation with 

expression of the estrogen receptor, HER2 ans downstream signaling phosphorylated proteins
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Annexe 2 : ADN tumoral circulant, Chapitre 11, « Les biomarqueurs en Oncologie », Pr. JL Merlin, Springer, 

Paris, 2014. 
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Le cancer colorectal est le troisième cancer le plus répandu dans le monde avec plus d’un million de patients 
diagnostiqués chaque année, dont 50% auront une évolution métastatique de leur maladie. Les récentes études 
pour améliorer les traitements du cancer colorectal métastatique (CCRm) ont permis le développement d’anticorps 
monoclonaux, le cetuximab et le panitumumab, capables d’inhiber l’activation des récepteurs au facteur de 
croissance épidermique (EGFR) et les voies de signalisation en aval (RAS/RAF/MAPK et PI3K/AKT/mTOR), responsables 

de la croissance cellulaire, la prolifération, l’inhibition de l’apoptose, l’invasion et de l’évolution métastatique. Cependant, dans 
les études incluant des patients dont les tumeurs sont « RAS sauvage », c’est à dire exemptes de mutation des gènes KRAS et 
NRAS, le taux de réponse aux thérapies à base de cetuximab ou du panitumumab sont de l’ordre de 40 à 60% seulement, ce 
qui signifie qu’une grande partie des patients traités échappent au traitement par le biais d’autres mécanismes. La présence 
d’altérations d’autres gènes comme PIK3CA, BRAF est responsable en partie des cas où les patients ne présentent pas de 
réponse. De plus, la surexpression ou l’altération de protéine comme PTEN, PI3K, AKT impliquées dans les voies de 
signalisation RAS/RAF/MAPK et PI3K/AKT/mTOR peuvent avoir un impact significatif sur la prolifération cellulaire ou 
l’apoptose. L’absence ou la surexpression des protéines sous leur forme active phosphorylée pourrait présenter un intérêt 
pour prédire la réponse aux anti-EGFR chez les patients dont les tumeurs sont « RAS sauvage ». 
Dans ce travail, nous avons tout d’abord développé des techniques pour le génotypage des gènes RAS et PIK3CA à partir 
d’échantillons de tumeurs colorectales fixées au formol et incluses en paraffine, puis dans un second temps, nous avons validé 
ces méthodes selon la norme ISO 15189, puis dans un dernier temps, nous avons étudié l’expression des phosphoprotéines en 
aval des récepteurs à l’EGF ainsi que les statuts mutationnels des gènes  KRAS, NRAS, BRAF, PIK3CA à partir de 100 échantillons 
de tumeurs congelées issues de patients atteints d’un CCRm et traités par un anti-EGFR. 
Sur 100 échantillons de tumeurs, 60 ne présentaient pas de mutation des gènes RAS. Parmi les patients dont les tumeurs ne 
présentaient pas de mutation des gènes  RAS, 45,0% présentaient une réponse tumorale partielle ou complète et 55,0% 
étaient en maladie stable ou évolutive lorsqu’ils étaient traités par un anti-EGFR. Les patients dont les tumeurs présentaient 
une mutation des gènes  RAS avaient une survie sans progression (PFS) significativement plus faible (HR=3.04 [1.91; 
4.83];p<0.001) ainsi qu’une survie globale (OS) plus faible (HR=2.49 [1.56; 3.97];p<0.001). La PFS et la survie globale (OS) 
étaient significativement plus élevées chez les patients dont les tumeurs étaient « RAS sauvage ». L’expression de pAKT, 
pERK1/2 et pMEK1 étaient significativement plus faibles chez les patients dont les tumeurs étaient sauvages que chez les 
patients présentant des tumeurs RAS mutées (p=0,0246 ; p=0,004 ; p=0,0110 respectivement) et aucune différence 
significative d’expression entre les tumeurs RAS sauvage et RAS mutées n’a été démontrée pour pEGFR, pGSK3, pIGFR et 
pP90SRK. Chez les patients présentant des tumeurs RAS sauvage, le taux de réponse était significativement supérieur pour les 
tumeurs surexprimant pEGFR et pAKT au dessus des seuils calculés (p=0,0258 et p=0,0277 respectivement). Aucune différence 
significative n’a été trouvée entre le taux de réponse et l’expression des autres phosphoprotéines. 
Notre étude montre qu’associer  la mesure de l’expression des phosphoprotéines de signalisation en aval d’EGFR, à l’analyse 
du statut mutationnel des gènes RAS, BRAF, PIK3CA pourrait présenter un intérêt dans la prédiction de la réponse aux 
thérapies anti-EGFR chez les patients atteints d’un cancer colorectal métastatique. 

 
 
Colorectal cancer is the third most common cancer worldwide with more than one million patients diagnosed each year, 
among 50% will develop metastatic disease. Recent efforts to improve the treatment of metastatic colorectal cancer (mCRC) 
has led to the development of monoclonal antibodies such as cetuximab and panitumumab, that inhibit the activation of the 
Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) and its downstream pathways (namely RAS/RAF/MAPK and PI3K/AKT/mTOR) that 
promote cell growth, proliferation, inhibition of apoptosis, invasion and metastasis. However, from studies including “RAS wild-
type” i.e. KRAS and NRAS wild-type tumors, the response rates to cetuximab or panitumumab therapy ranged from only 40 to 
60% which results in a large fraction of patients without any known causes for treatment failure. The presence of alterations in 
other genes such as PIK3CA or BRAF in the EGFR-dependent signaling pathways is responsible for some of the non-responding 
cases. Moreover, overexpression or alterations of proteins such as PTEN, PI3K, AKT, involved in the RAS/RAF/MAPK or 
PI3K/AKT/mTOR signaling pathways can have a significant impact on cell proliferation or apoptosis. Absence or overexpression 
of proteins under their active phosphorylated forms may be of interest to predict response to anti-EGFR in RAS wild-type 
patients. 
In this work, we first developed assays to assess RAS and PIK3CA mutations in formalin fixed paraffin embedded colorectal 
tumors, then we validated these assays according to ISO 15189 and we finally studied expression of downstream signalling 
phosphoproteins and KRAS, NRAS, BRAF and PIK3CA status in 100 frozen samples of patients with mCRC and treated with anti-
EGFR. 
Among the 100 tumor samples, 60 were RAS wild-type. Among the RAS wild-type patients, 45.0% achieved a complete or 
partial response, and 55.0% had a stable disease or progression (p<0.001) when treated with anti-EGFR. Patients with a RAS 
mutation had significant lower progression-free survival (PFS) (HR=3.04[1.91; 4.83];p<0.001) and overall survival (OS) 
(HR=2.49[1.56; 3.97];p<0.001). PFS and OS were significantly higher in RAS wild-type patients. Expression of pAKT, pERK1/2 
and pMEK1 was significantly lower in RAS wild-type patients than in RAS mutated patients (p=0.0246; p=0.004; p=0.0110 
respectively) and no significant difference was observed between RAS wild-type and RAS mutated tumors in the expression of 
pEGFR, pGSK3, pIGFR, pP70S6K and pP90SRK. In RAS wild-type patients, response rate was significantly higher for tumors that 
overexpressed pEGFR and pAKT above the calculated threshold (p=0.0258 and p=0.0277 respectively).  No significant relation 
was found between response rate and the level of expression of the other phosphoproteins. 
Our study shows that combining the analysis of the expression of EGFR downstream signalling phosphoproteins, RAS, BRAF or 

PIK3CA status could be of interest to predict the response to anti-EGFR therapies in patients with mCRC. 
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