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Le cancer colorectal est '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 déces en
France (2). Dans les cancers colorectaux, plus particulierement dans leur forme métastatique,
I’évolution des traitements a permis d’améliorer de facon considérable la survie globale passant de 6
a 30 mois en 30 ans, notamment grace a I'avenement 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.

EGFR Cyclin-dependent
inhibitors kinase inhibitors
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Figure 1 Les 10 processus de la maladie cancéreuse selon Hanahan et Weinberg. Il existe des
médicaments visant spécifigquement a contrer chacune des capacités acquises par la cellule
tumorale. Ces médicaments sont soit déja disponibles sur le marché, soit en cours d’essais de
phase Ill ou en cours d’essais plus précoces (4).

La meilleure connaissance des mécanismes cellulaires et plus particulierement 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 déja 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 a elles en

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

L'exemple le plus connu dans le domaine du traitement des cancers colorectaux métastatiques est
celui de la protéine RAS. Bien que le géne RAS, codant pour cette protéine, soit connu comme étant
un oncogene 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 regle lors d’'un
diagnostic de cancer colorectal métastatique. Avant toute prescription d’un traitement anti-EGFR
associé a 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 I'importance d’autres génes comme BRAF et PIK3CA,

fréquemment mutés dans les cancers colorectaux métastatiques (10).

Au dela des genes, 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 a la chimiothérapie et
de nombreuses études sont actuellement consacrées a I’'analyse fonctionnelle des tumeurs en vue

d’identifier des biomarqueurs utiles a 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 I’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
cOlon se référe, comme son nom l'indique, a un cancer qui se développe dans la plus longue partie
du gros intestin : le colon ; le cancer du rectum, dans la derniére partie du gros intestin se terminant

par I'anus : Le rectum — Figure 2.

~— (Esophage

Folo o .

+ Estomac

Intestin gréle

Figure 2 Anatomie du systeme digestif. Les parties du systéme gastro-
intestinal sont, dans I'ordre, I'cesophage, I'estomac, I'intestin gréle, le gros
intestin (composé du colon et du rectum) et I'anus. D’aprés « Cancer
colorectal : Un guide pour les patients » - ESMO 2013.

Les cancers colorectaux sont classés en différents stades en fonction de |'étendue de la maladie, a

I'aide de la classification TNM. Le parametre T représente la combinaison des facteurs de taille de la
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tumeur et d’envahissement des tissus voisins, le parametre N correspond a I'atteinte des ganglions

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

Nic

N2a
N2b

Renseignements insuffisants pour classer la tumeur primitive

Pas de sianes de tumeur primitive
Carcinome in situ : intra-épithélial ou envahissant la lamina propria

Tumeur envahissant la sous-mugqueuse
Tumeur envahissant la musculeuse

Tumeur envahissant la sous-séreuse ou les tissus péricoliques et péri-
rectaux non péritonéalisés

Tda : Tumeur perforant le péritoine viscéral
T4b : Tumeur envahissant directement les autres organes ou structures

Renseignements insuffisants pour classer les adénopathies régionales
Pas de métastase ganglionnaire régionale

Métastase dans 1 ganglion lymphatigue régional

Métastase dans 2 a 3 ganglions lymphatiques régionaux

MNodule(s) tumoraux, c-a-d satellite(s) dans la sous-séreuse, ou dans les
tissus non péritonéalisés péricoliques ou périrectaux sans métastase
ganglionnaire régionale

Métastase dans 4-6 ganglions lymphatiques régionaux
Métastase dans 7 ou plus ganglions lymphatiques régionaux

Pas de métastases a distance

Métastase localisée a un seul organe (foie, poumon, ovaire, ganglion(s)
lymphatique(s), autre que régional

Métastases dans plusieurs organes ou péritonéales

Tableau 1 7eéme classification TNM pour les cancers
colorectaux, d’apres Sobin et al. (12) et du Guide Affection
Longue Durée de I'HAS et I'INCa « Tumeur maligne, Affection
maligne du tissu lymphatique ou hématopoiétique — Cancer
colorectal, Adénocarcinome », Janvier 2012.

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

Stades | a lll correspondant a une maladie localisée d’assez bon pronostic et le stade IV a une maladie

avancée de moins bon pronostic - Tableau 2.
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Stade T N M
Stade 0 Tis NO MO
Stade | T NO MO
T2 NO MO

Stade lIA T3 NO MO
Stade IIB T4a NO MO
Stade lIC Tdb NO MO
Stade Il Tous T N1, N2 MO
Stade A ™12 e m
T N2a MO

T3, Tda N1 Mo

Stade IIIB T2, T3 N2a MO
T1,T2 N2b MO

Tda N2a MO

Stade IlIC T3, Tda N2b MO
T4b N1, N2 MO

Stade IVA Tous T Tous N M1a
Stade IVB Tous T Tous N M1b

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’apres Sobin et al. (12) et du Guide Affection Longue
Durée de I'HAS et I'INCa « Tumeur maligne, Affection
maligne du tissu lymphatique ou hématopoiétique —
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 maniére
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 I'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 I'OS.
En 2000, I'utilisation d’un sel de platine, I'oxaliplatine a démontré son intérét en association au 5-FU
et a I'acide folinique (protocole LV5-FU2) permettant d’améliorer significativement la survie sans
progression de 6,2 a 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 a
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I’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 premiere ligne supérieur au LV5-FU2
seul. L'ajout au 5-FU d’un inhibiteur de la topoisomérase |, lirinotécan, a également permis
d’augmenter de facon considérable le taux de réponse globale (ORR) de 31 a 49% (p>0,001) ainsi que
I’OS avec une médiane de survie évaluée a 17,4 mois dans le bras irinotécan contre 14,1 mois dans le

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

1.1.2.1.Les chimiothérapies cytotoxiques traditionnelles

Une association de plusieurs agents cytotoxiques doit étre envisagée des la premiére
ligne de traitement chez les patients atteints d’'un cancer colorectal métastatique afin d’obtenir un
controle 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 I'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 premiere ligne d’un cancer colorectal doit étre 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 a I'oxaliplatine (CAPOX ou XELOX) ou au FOLFIRI

(CAPIRI).

Ainsi, l'association 5-FU (ou de sa prodrogue) avec l'oxaliplatine, ou I'association 5-FU avec
I'irinotécan constituent les traitements principaux utilisés en traitement de premiére ligne des
cancers colorectaux métastatiques. Le choix de l'utilisation de I'oxaliplatine ou de I'irinotécan est

guidé par I'état physiopathologique du patient au regard des toxicités pouvant étre 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 compléete (15% vs 6%, p=0,033), la PFS (9,8
vs 6,9 mois, p=0,0006) et I'OS (22,6 vs 16,7 mois, p=0,032) ont été significativement améliorés dans
une étude de phase Ill de 2007 dans le bras FOLFOXIRI par rapport au bras FOLFIRI (23). Cependant,
une autre étude tend a prouver le contraire, avec aucun bénéfice significatif de I'utilisation du
protocole FOLFOXIRI par rapport au protocole FOLFIRI (24). Le protocole FOLFIRINOX a démontré son
intérét dans I'augmentation du taux de réponse avant chirurgie et de I'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 I'utilisation des

protocoles FOLFOXIRI ou FOLFIRINOX en pratique courante.

1.1.2.2. Anticorps monoclonaux, protéines de fusion recombinantes et
inhibiteurs de kinases utilisés dans le traitement des cancers
colorectaux métastatiques

L'ajout d’une thérapie ciblée a ces chimiothérapies a globalement été démontré comme
bénéfique. Ces biothérapies ciblent spécifiguement 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 a I'EGF (EGFR). Le Panitumumab est un anticorps monoclonal recombinant
humain de type IgG, et le Cetuximab un anticorps monoclonal recombinant chimérique de type 1gG;.
Depuis 2008, il est reconnu que la présence d’une mutation des codons 12 ou 13 du géne KRAS sur

9
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I’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 a dire I’'exon 2 de KRAS représente environ 40% des cas. Parmi
les patients dits « wild-type », c’est a dire dont les tumeurs ne portent pas de mutation sur I'exon 2,
environ 40 a 50% ne répondent cependant pas ou mal aux anti-EGFR (26). Ces résultats démontrent
gu’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 genes codant pour des protéines intervenant dans la
voie de signalisation des MAP Kinases ou de la voie PI3K/AKT/mTOR, a été recherchée. Ainsi,
I'influence des mutations des geénes BRAF, PIK3CA ou encore de I'expression de la protéine PTEN sont
des facteurs déja tres 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.

1.1.2.2.1. Le panitumumab

Le Panitumumab, commercialisé sous le nom Vectibix® par le laboratoire AMGEN, est le
premier anticorps monoclonal anti-EGFR ayant obtenu grice aux résultats de I'étude PRIME,
|"autorisation de mise sur le marché, dans le traitement de premiére ligne des cancers colorectaux
métastatiques en association a 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 a dire

ne portant pas de mutation sur les exons 2, 3 et 4 de KRAS et NRAS (8, 29). L’ajout du panitumumab

10



Chapitre |
Introduction bibliographique et objectifs du travail

au protocole de type FOLFOX 4 augmente de fagon significative la PFS (10,0 mois vs 8,6 mois,
HR=0,80, p=0,01) mais la significativité n’est pas atteinte pour I’OS (23,9 mois vs 19,7 mois, HR=0,88,
p=0,17). Une analyse exploratoire (mise a jour sur plus de 80% des évenements de I'OS) permet
cependant de montrer de facon significative une amélioration (HR=0,83; p=0,03). Dans I'étude
PRIME, 9% des patients (53 patients) portaient une mutation du géne BRAF sur I’ADN extrait de leur
tumeur. Pas de différence statistiquement significative n’a été retrouvée compte tenu du faible
effectif pour un bras de traitement plutot qu’un autre. Cependant, la présence d’'une mutation BRAF

s’est révélé étre un facteur de mauvais pronostic.

Dans I'étude PEAK (30), étude de Phase Il randomisée avec un bras mFOLFOX6 + panitumumab et un
bras associant le protocole mFOLFOX6 a un antiangiogénique, le bevacizumab, I'objectif principal
était la comparaison de la PFS. Lorsque I'on compare les patients présentant une mutation sur I’'exon
2 de KRAS aux autres patients, cette étude ne démontre pas de facon 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
I’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 I'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 maniére significative un bénéfice de
I'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 I'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 délétére sur la PFS (7,8 mois vs 8,9 mois,

HR=1,39).

11
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1.1.2.2.2. Le cetuximab

Le cetuximab est un anticorps monoclonal chimérique anti-EGFR de type 1gG; 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 premiéres études, I'étude de phase Ill CO.17 chez des patients atteints d’'un cancer
colorectal métastatique et en derniére ligne de chimiothérapie, le cetuximab était comparé a 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 a un protocole de
chimiothérapie en premiére ligne de traitement chez les patients atteints d’'un cancer colorectal
métastatique a été obtenue initialement suite a deux études majeures. L'étude de Phase Ill CRYSTAL
étudiait I'intérét de I'association du cetuximab au protocole de type FOLFIRI chez les patients atteints
d’un cancer colorectal métastatique. Cette étude a démontré que I'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 a la publication des résultats
indiquant I'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
I OPUS quant a elle étudiait I'intérét de I’ajout du cetuximab a une chimiothérapie de type FOLFOX.
L'ajout du cetuximab n’apportait pas significativement de bénéfice dans I’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 a jour de I'analyse statistique en 2011, affirmant I'utilité

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

Une analyse poolée des résultats des études CRYSTAL et OPUS a permis a travers I'étude de 845
patients de confirmer le bénéfice apporté par le cetuximab a 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 I'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).

1.1.2.2.3. Le bevacizumab

Le bevacizumab, commercialisé sous le nom Avastin® par le laboratoire Roche est un
anticorps monoclonal de type IgG, spécifiguement dirigé contre le facteur de croissance vasculaire
de type A (VEGF A). La capture du VEGF par le bévacizumab va empécher I'activation des récepteurs
au VEGF (VEGFR-1 et VEGFR-2), ce qui confere a cette molécule une activité antiangiogénique. Le
bevacizumab est utilisé en association a la chimiothérapie dans le traitement de premiére 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 I'étude E3200, I'ajout du bevacizumab a 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 I'étude ML18147, il a été montré que le maintien du bevacizumab
en seconde ligne aprés une premiere ligne de chimiothérapie en comportant déja, 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 géne 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 I'association Bévazcizumab FOLFIRI en premiere

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.

1.1.2.2.4. 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
possede I'’AMM en seconde ligne de traitement du cancer colorectal métastatique. Dans I'étude
VELOUR, I'ajout de I'aflibercept a un protocole de type FOLFIRI en seconde ligne, apres une premiére
ligne contenant de I'oxaliplatine, permet d’augmenter de maniere 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 a ce jour de biomarqueur prédictif validé de réponse au

traitement.
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1.1.2.2.5. 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 troisieme ligne de traitement dans les cancers colorectaux
métastatiques suite aux résultats de I'étude CORRECT qui comparait son utilisation a des soins de
support chez des patients en derniere 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 a ce jour de biomarqueur prédictif validé de réponse au traitement.

1.1.3. Intérét de I'évolution des traitements sur la survie globale
chez les patients atteints d’un cancer colorectal métastatique

En 30 ans, I'évolution des traitements du cancer colorectal métastatique a permis
d’augmenter la survie globale de maniére considérable. En effet, d’'une maladie au pronostic tres
sombre avec une espérance de survie courte de l'ordre de 6 mois, les derniéres 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 a nos jours. L'utilisation d’'une mono chimiothérapie, puis de
I"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'avenement des thérapies ciblées est pour beaucoup dans I'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 premiére ligne de traitement.

Dans |'étude FIRE-3 qui comparait |'utilisation d’un protocole FOLFIRI avec le cetuximab ou le
bevacizumab, la survie globale est significativement meilleure chez les patients RAS wild-type ayant

recu I'anti-EGFR (28,7 vs 25,0 mois ; p=0,017) (44).

Les résultats de I'’étude CALGB sont pour le moment partiels, puisque cette étude visant a étudier
I’ajout du cetuximab ou du bevacizumab en premieére 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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1.2. Signalisation cellulaire dans les cancers colorectaux

Le développement des connaissances sur les mécanismes favorisant les processus de
tumorisation fait apparaitre que le cancer est une maladie de la signalisation cellulaire (4),
dépendante d’oncogénes et de génes suppresseurs de tumeurs. Les recherches de ces derniéres
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
role tres important dans la transformation tumorale d’une cellule : les récepteurs a activité tyrosine

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

. Domaine riche en Leu ‘ Domaine lIg-like

@ Domaine riche en Cys —= Domaine EGF

O Domaine fibronectine @ Domaine cadhérine
@ Domaine kallicréine . Domaine TK
. Domaine discoidine @ Domaine PDZ
PDGF VEGF
KITLG 2
EGF IGF FLT3LG FGF ANGPT HGF GDNF EFN NGF collagéne GAS6 WNT

PTN/MDK

HER IGFR PDGFR VEGFR FGFR TIE MET RET EPH NTRK DDR TAM ROR LTK/ALK

KIT
FLT3

Figure 4 Récepteurs a activité tyrosine kinase. Les récepteurs a 'EGF et au VEGF font partie de cette
super famille de récepteurs. D’apres J. Robert (47)
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Ces récepteurs sont présents et exprimés dans de nombreux tissus et possedent un réle dans
la physiologie normale des cellules. En particulier, les récepteurs de la famille HER (Human Epidermal
Receptors) jouent un role 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.

EGF

TGFu BTC

AREG EREG NRG1 NRG3
EPG HBEGF NRG2 NRG4

(2] [«

|81 ]
+ ++ 4+ ++
GRB2 GRB2 PIK3R GRB2
PLCG SHC GRB7 SHC
SRC SH3BGRL SHC PLCG
SHC PTPN11 ABL2 ABL1
SHP1 RASA1
ABL2 SYK
STATS STAT1

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

1.2.1. Les récepteurs HER

La structure des récepteurs HER est identique a celle de tous les RTK : IIs sont formés d’une
seule chaine polypeptidique qui forme un domaine extracellulaire, un domaine transmembranaire et
un domaine intracytoplasmique. Le domaine extracellulaire possede 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 posséde une activité tyrosine kinase.
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Les rbles des récepteurs HER sont multiples. En particulier, ils sont essentiels a la promotion de la
division et a la survie cellulaire. lls stimulent la progression cellulaire et inhibent I'apoptose. Les

récepteurs HER ont également un réle dans les mécanismes d’invasion cellulaire et d’angiogenese.

Un bon nombre de ligands des récepteurs HER ont été identifiés. En particulier, EGF, TGFa, 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 a ce jour. Son extrémité N-terminale est de
maniére constitutive dans une conformation proche de celle observée lors de I'activation des autres
récepteurs de la méme famille. Ce récepteur est par conséquent capable de se dimériser en

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

1.2.1.1.HER 1 ou EGFR

HER 1 ou EGFR est le premier récepteur a activité tyrosine kinase qui a été caractérisé (49, 50) ainsi
qgue l'un des premiers proto-oncogenes 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 role 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 I'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 sphere génitale ou du systeme nerveux (55-59). Dans tous les cas, la
surexpression d’EGFR est associée a un pronostic péjoratif et a une agressivité accrue de la maladie,
notamment avec une augmentation du potentiel métastatique (60, 61). EGFR posséde un réle dans le

phénoméne de transition épithélio-mésenchymateuse ainsi qu’un role dans la régulation des
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métalloprotéases matricielles (62). EGFR possede également un role dans la régulation des
phénoménes d’angiogenese tumorale, notamment grice a son rble 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 maniére indépendante de son activité kinase, de favoriser la
survie cellulaire par inhibition des phénomeénes d’autophagie de par son rdle stabilisant des
transporteurs du glucose SGLT1 (65).

L'affinité des récepteurs a I'EGF pour son ligand, I'EGF, est variable. Ainsi, on estime que 10% des
récepteurs a I'EGF possédent une affinité haute, tandis que 90% possedent une affinité dite basse
(66-70). En fonction du sous-type de récepteur a 'EGF (haute ou basse affinité), différentes voies de
signalisation seront stimulées de facon 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
gu’une fixation du ligand aux récepteurs a I'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 PLCy/PKC (Phospholipase Cy / 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 I'activation directe de la
transcription des genes impliqués dans I'inflammation comme les genes codant pour la COX-2 (Cyclo-
oxygénase de type 2) (74) ou encore dans le cycle cellulaire comme le géne codant pour la cycline D1
(75). L’expression nucléaire de EGFR est associée a une augmentation des risques de progression de
la maladie, une diminution de la survie globale ainsi qu’une résistance a la radiothérapie (76) et a 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 I'erlotinib sont ainsi
utilisés chez les patients atteints d’un cancer bronchique non a petites cellules présentant une

mutation de sensibilité sur le gene 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).

1.2.1.2.HER 2

HER 2, encore appelé ErbB2 (pour sa similarité avec lI'oncogéne viral v-ErbB du virus de
I’érythroblastose aviaire), ou neu, est un récepteur a 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 posséde 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 a 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 sphére digestive (cesophage, estomac) et de la sphére génitale (ovaire, endometre) (46). Des
mutations de HER-2 sont retrouvées dans les cancers précédemment cités avec des fréquences
inférieures a 2% (87), et on les rencontre également dans les cancers bronchiques non a petites
cellules (88).

Dans les cancers colorectaux, la fréquence de mutation de HER2 est d’environ 5%, sa surexpression
est retrouvée dans 11 a 43% des cas et son amplification dans 2 a 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 I'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 a ce jour seulement trois études de Phase Il faisant
appel au trastuzumab en association a une chimiothérapie pour le traitement des cancers
colorectaux métastatiques. Ces études se sont probablement révélées négatives, puisque les études

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

1.2.1.3.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
intrinseque (92). HER3 posséde 14 tyrosines, qui, une fois phosphorylées peuvent intervenir dans
I'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 hétérodimeéres potentiellement formés
avec HER1, HER2 et HER4 sont fonctionnels (92). HER3 posséde 6 sites phosphotyrosines permettant
I'activation de la voie PI3K/AKT/mTOR par l'activation directe d’AKT. Les hétérodimeres, le plus
fréquemment avec HER2, sont donc de trés forts activateurs de la voie PI3K/AKT/mTOR, voie
associée a la survie cellulaire et a la résistance a 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, I'estomac, le
pancréas et les glandes mammaires. On retrouve sa surexpression notamment dans 20 a 30 % des
cancers mammaires et cette surexpression est associée a un pronostic péjoratif, mais cela est en
particulier d( a I'association fréquente avec la surexpression de HER2.

Dans les cancers colorectaux, peu de données sont disponibles sur I'expression de HER3. Les
thérapeutiques ciblant HER3 font pour le moment I'objet d’études de Phase I. Seules les premiers

résultats d’études de Phase Il pourront déterminer de I'intérét du ciblage thérapeutique d’"HER3.
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1.2.1.4.HER 4

HER4 présente des similarités avec EGFR, il peut d’ailleurs, en plus d’étre activé par des
neurégulines, étre activé par des ligands communs avec ceux de I'EGFR (93). Contrairement aux
autres récepteurs de la famille HER, HER4 possede plutot une action antiproliférative et pro-
apoptotique (94, 95). Quatre isoformes d’'HER4 ont été décrits (JMa ou JMb et Cytl ou Cyt2)
résultant d’un épissage alternatif de 'ARNm codant pour HER4 (96) ; I'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, I'expression de HER4 est retrouvée de maniére fréquente (environ
80%) des cas (98), mais peu de mutations du géne 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).

1.2.1.5. Mécanismes d’activation

Lorsque le récepteur regoit 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 a deux molécules de récepteur de se dimériser. A I'état inactif, le récepteur est a I'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 a la forme dépliée et découvre le site permettant a la
molécule de récepteur de se fixer a une autre molécule de récepteur liée a 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 a 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 homodimere, soit entre récepteurs d’un
groupe différent pour former un hétérodimere — Figure 6. La dimérisation va permettre aux deux
domaines catalytiques intra-membranaires des deux molécules de se rencontrer et de former ainsi la
« poche a ATP ». Cette poche a ATP et un site actif permettant la fixation de '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 étre mises en
ceuvre 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
mémes mécanismes. L'activation est définitive et seule l'internalisation du récepteur puis son
recyclage par endocytose ou sa dégradation par voie lysosomale mettront fin a 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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puissant

Figure 6 Homo et hétérodimeres pouvant étre formés avec les 4 types de récepteurs
HER. Les hétérodiméres se caractérisent par un signal puissant alors que les
homodiméres ne posseédent qu’un signal faible voire inexistant dans le cas des
homodimeres HER3 — D’apreés une illustration GSK Oncology
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Figure 7 La fixation de son ligand par le récepteur va permettre sa dimérisation et I'activation d’activité kinase.
Seule I'endocytose et la dégradation par le lysozyme permet I'inactivation du dimere - D’aprées une illustration GSK

Oncology
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1.2.2. Voie des MAPKinases

La voie des MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinases) est une des principales voies de
controle de la prolifération cellulaire. Cette voie intervient en aval de nombreux récepteurs, en
particulier les récepteurs a I'EGF et est responsable de I'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 I'activation de la protéine RAS qui est a I'origine des

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

RAS désigne une famille de protéines a activité GTPasique. Cette famille est constituée de
plus de 150 membres, divisés en cing familles principales : RAS, RAB, ARF, RAN et RHO (101). RAS
existe sous deux états : I'état inactif lié au GDP et I'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 I’activité GTP-ase intrinseque de la protéine
et son accumulation sous forme RAS-GTP. RAS sera alors sous sa conformation active et cela

indépendamment de I'état d’activation des récepteurs situés en amont — Figure 8
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Switch it

RAS inactif RAS actif

Figure 8 La phosphorylation du GDP en GTP fais passer la protéine RAS de sa
forme inactive a sa forme active. D’aprés 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 contrdle de la prolifération cellulaire. Cette voie fait
intervenir des effecteurs importants en cancérologie comme RAS, RAF ou encore MEK et
ERK. D’apres J. Robert (47)

1.2.3. Voie PI3K AKT mTOR

La reconnaissance d’une phosphotyrosine du récepteur activé par une protéine adaptative,
va mettre en ceuvre la voie PI3K. Cette voie comporte des activations séquentielles de kinases,
aboutissant a des effets multiples sur la transcription des genes impliqués dans la survie, la

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

par le biais de RAS.

PI3K est un hétérodimere 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
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PI3K peut étre activée par RAS. Il existe une interconnexion majeure entre PI3K et RAS, ce qui
en thérapeutique joue un réle particulierement important. PI3K peut également étre activée par des
récepteurs couplés a 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 | : PIK3CA, PIK3CB, PIK3CC et PIK3CD. Chaque
forme possede une spécificité tissulaire et fonctionnelle précise. La sous-unité catalytique de
chacune de ces formes se nomme respectivement pl110a, p110B, pl110y et p1106 (105). Les
PI3Kinases peuvent étre activées par un RTK, par une protéine G couplée a 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 I'inositide permet le recrutement a la membrane de protéine kinases a
domaine PH, en particulier PDK1 et AKT. AKT est a I'origine de I'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 géne 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 I'absence d’expression de certaines
protéines comme par exemple PTEN sont également retrouvées dans de nombreux cancers. D’apreés J. Robert (47).

La voie PI3K joue un réle trés important dans I'oncogenese. En effet, il existe de nombreuses
altérations mutationnelles et non mutationnelles de cette voie. PIK3CA est une oncoprotéine
majeure. Elle joue un réle important dans la diffusion des métastases (106). Sa mutation est
fréquemment rencontrée dans les cancers du sein (dans environ 20 a 40% des cas) et dans les

cancers du colon (dans environ 8 a 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.

1.3.1. Mutations des génes KRAS et NRAS

La protéine RAS est une protéine de membrane a 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
génes KRAS, NRAS et HRAS. Il existe un épissage alternatif du gene KRAS permettant d’obtenir soit

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

Le géne 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 gene 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. |l est cependant important de
noter que réglementairement pour la prescription d’un anti-EGFR, aucune mutation ne doit étre

retrouvée sur I’'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 a 17,53 a 62, 112 a 119 et 144 a 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’apres 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 a dire qu’en cas de
présence de mutation, il y a abolition de I'activité GTPase intrinseque 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 gene 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 genes 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 genes KRAS et NRAS est ainsi obligatoire pour toute prescription d’'un médicament
anti-EGFR. La présence d’une mutation, quelle qu’elle soit, sur I'un des exons est une contre-

indication a la prescription du cetuximab ou du panitumumab.
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New RAS KRAS KRAS NRAS NRAS NRAS
Total* txoi | ioi A Exon 2* d Exoi- _txoi_
59 61 117 146 12 13 59 61 117 146
OPUS 26.3% 5.9% 9.3% 6.8% 5.1% 0.8%
PICCOLO 9.8% NR® 3.7% 6.3%¢ NR® NE
20020408 17.6% 4.8%® 5.0% 4.2% 3.0% 1.1%
20050181 20.5% 4.6% 7.9% 2.3% 5.8% 0.0%
PRIME 17.4% 3.7%® 5.6% 3.4% 4.1% 0.0%
FIRE-3 16.0% 4.3%"° 4.9%¢ 3.8% 2.0%" 0.0%
PEAK 20.1% 4.1% 7.7% 5.4% 5.9% 0.0%
COIN 8.4% 21%* NE 0.9%* 3.0%° NE
CRYSTAL 14.7% 3.3% 5.6% 3.5% 2.8% 0.9%
SUMMARY' 19.9% 4.3% 6.7% 3.8% 4.8% 0.5%
(16.7%,23.4%) (3.3%, 5.5%) (5.7%, 7.9%) (3.0%, 4.8%) (3.4%, 6.8%) (0.2%, 1.2%)

Figure 12 Répartition des « nouvelles » mutations de KRAS et NRAS selon les différentes études cliniques publiées a
ce jour. Les mutations de I’exon 4 de NRAS restent les moins fréquentes, tandis que les mutations de I'exon 4 de
KRAS représentent presque 7% des cas. D’aprés Sorich et al. (27).

1.3.2. Mutations du genes BRAF

Le gene BRAF est situé sur le bras long du chromosome 7 en position 34 (7q34). Ce géne 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 géne ARAF situé en Xp11.4-
p11.2) et RAF-1, encore appelée C-RAF (codée par le géne 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 géne BRAF concernent le codon 600
(exon 15). Au niveau fonctionnel, des mutations aboutissent a la substitution de la Valine par un
autre acide aminé, trés fréquemment la Glutamine (mutation V600E). La présence d’une mutation
sur le codon 600 conféere a la protéine RAF une activité constitutive et provoquant I'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 gene 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 géne BRAF et
réponse a 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).

1.3.3. Mutations du gene PIK3CA

Le gene PIK3CA se situe sur le chromosome 3 (3g.26.3). Il code la sous-unité catalytique
p110a 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 a
quatre mutations activatrices souvent rencontrées au niveau de trois acides aminés : E542K (l’acide
glutamique en 542 est remplacé par la lysine), E545K (I’acide glutamique en 545 est remplacé par la
lysine) et H1047L (I’histidine en 1047 est remplacée par la leucine) et H1047R (I’histidine en 1047 est
remplacée par I'arginine) (114). Ces mutations touchant I'exon 9 codant pour le domaine hélicoidal
de p110a et I’exon 20 codant la partie catalytique de PI3K, les mutations présentes sur I'exon 9
(E542K et E545K) vont avoir pour conséquence une modification de la conformation du domaine

hélicoidal de p110a et ainsi modifier la régulation de I'activité kinase de PI3K. Les mutations sur
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I’exon 20, notamment sur le codon 1047 vont provoquer quant a elles une augmentation de I'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 I'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, a 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).

1.3.4. Plateformes de génétique moléculaire labellisées INCa

La meilleure connaissance des mécanismes moléculaires en cancérologie et le
développement de la médecine personnalisée nécessite I'organisation de tests moléculaires de
qualité. C’est dans ce sens que I'Institut National du Cancer (INCa) a organisé sur le territoire Frangais
la mise en place de plateformes labellisées dont la mission est d’assurer le diagnostic moléculaire
nécessaire pour la prescription des thérapies ciblées et I'accés aux soins et a l'innovation
thérapeutique pour I’'ensemble de la population Francaise.

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

I'INCa. Ces plateformes, a I'organisation unique au niveau international, ont pour mission la mise en
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ceuvre 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 myéloides 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 a dire des méthodes validées selon les
criteres de qualité Européens et reconnues pour le diagnostic in vitro, aucune régle de
standardisation des techniques n’existe a ce jour entre les différentes plateformes. Ainsi, pour le
méme examen, des techniques différentes sont mises en ceuvre selon les laboratoires. Ce manque de
standardisation peut parfois paraitre inadapté, mais les résultats des contréles qualité nationaux
tendent a montrer que les plateformes obtiennent dans la quasi majorité des cas les résultats
attendus, ce qui montre, a I'instar de ce qui a été démontré dans le STIC MOKAECM (120) pour la
recherche des mutations de KRAS, gu’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 co(ts.

Les plateformes de génétique moléculaire sont a 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
a établir. Afin de mieux répondre aux besoins et a 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
co(its de structure mais également de diminuer les délais de réponse des examens tout en assurant
I’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 I'aspect
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translationnel de cette discipline et de la constante augmentation du nombre de cibles moléculaires
a analyser pour la prescription de thérapies ciblées.

La mission des plateformes de génétique moléculaire de I'INCa ne se limite pas a 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 étre a la pointe des développements de la
recherche de biomarqueurs. C’est dans ce sens que I'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 Il ou lll. Ce programme de
biomarqueurs émergents a pour vocation de permettre aux plateformes d’étre 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 'orientation des patients vers des
essais cliniques dont les criteres d’inclusion nécessitent la recherche d’altérations moléculaires
particulieres.

Afin de garantir la plus grand fiabilité des examens, une grande attention est portée a la qualité de
I’ensemble des examens effectués dans les plateformes de biologie moléculaire. Depuis la loi du 16
Janvier 2010 relative a I'organisation des soins, I'accréditation des laboratoires de biologie médicale
selon la norme ISO 15189 est rendu obligatoire (121). Les objectifs fixés par I'arrété imposent le
rendu de 50% des examens sous accréditation pour 2016, 80% en 2018 et 100% en 2020.

En France, c’est le Comité Frangais d’Accréditation (COFRAC) qui est en charge de I’évaluation des
laboratoires candidats a '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 a la fois
organisationnelles, a l'instar de la norme I1SO 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 a 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 a la biologie moléculaire. Il est donc important de bien comprendre l'intérét de chaque
parametre testé (répétabilité, reproductibilité, robustesse, incertitudes, ...) afin de déterminer - avec
le matériel biologique disponible souvent rare en biologie moléculaire, ainsi qu’en optimisant les
colits d’examen souvent élevés dans notre discipline - la signification de ces parametres 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 I'objet d’'un examen par le COFRAC lors des visites d’accréditation. En parallele, le
laboratoire se doit de mettre en ceuvre une politique de contrdole 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 I'on considére que
le résultat d’'un examen va conditionner directement la prise en charge médicale et le traitement du

patient atteint de cancer.

38



Chapitre |
Introduction bibliographique et objectifs du travail

1.4. Objectifs du travail

Ce travail comporte trois objectifs.

Le premier objectif consiste a améliorer les techniques déja 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 a visée diagnostique a pour obligation
I'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 étre établis.

Le troisieme objectif consiste a étudier d’autres biomarqueurs pouvant étre impliqués dans la
résistance aux traitements anti-EGFR. Une étude au niveau fonctionnel des formes phosphorylées

des principales protéines en aval de 'EGFR est ainsi envisagée.
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Il. Intéréts des biomarqueurs en cancérologie et validation des
techniques de biologie moléculaire pour la détection des
mutations somatiques des génes RAS et PIK3CA

Dans ce chapitre sont développés les pré-requis a 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 synthese 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 géne KRAS avec une
proposition d’un workflow plus adapté a la routine diagnostique.

Le troisieme article intitulé « Comparison of Cobas 4800 KRAS, TagMan 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 gene KRAS. Cette technique est ensuite comparée
a 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 géne PIK3CA développée au laboratoire pour étudier les
caractéristiques de tumeurs mammaires. Cette technique est transposable pour I'analyse des cancers

colorectaux métastatiques et c’est a ce titre qu’elle a été intégrée dans ce mémoire.
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Ces quatre études constituent une base solide pour I'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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I.L1. 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 I'Institut National du Cancer (INCa) sont responsables de
I'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 a établir une synthése sur la liste des biomarqueurs validés par I'INCa et
les méthodes habituellement utilisées pour leur détermination, ainsi que les probables évolutions

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

Résumé

Le cancer tue chaque année 147 500 personnes en France d’aprés le dernier rapport de I'Institut
National du Cancer (INCa). Le développement des thérapies personnalisées et plus récemment de la
théranostique a complétement modifié I'approche biologique de cette maladie. Ainsi, aux marqueurs
sériques déja bien connus mais peu spécifiques, viennent s’ajouter de nombreux marqueurs
tumoraux prédictifs de la résistance ou de la réponse a 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 I'INCa.

Les techniques les plus utilisées pour ce type de diagnostic moléculaire reposent sur I'utilisation de

prélevements 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 séquencage, I'immunohistochimie, ou les techniques d’hybridation in situ (FISH ou CISH).

Cet article établit une synthése sur les biomarqueurs validés en théranostique ainsi que les méthodes
diagnostiques les plus utilisées, mais également sur les biomarqueurs candidats a venir et les

évolutions proches comme |'utilisation de biopsies liquides.
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Résumé. Le cancer tue chaque année 147 S00 personnes en France. Le déve-
loppement des thérapies personnalisées et plus récemment de la théranostique
a complétement modifié ’approche biologique de cetie maladie. Ainsi, aux
marqueurs sériques déja bien connus mais peu spéeifiques, viennent s’ajouter
de nombreux marqueurs tumoraux prédictifs de la résistance ou de la réponse
4 une thérapie ciblée. L.’étude de ces biomarqueurs s’effectue par différentes
approches techniques, relevant essenticllement de la biologie moléculaire. Ces
déterminations biologiques sont réalisées en France au sein des 28 plateformes
de génétique moléculaire des tumeurs labélisées par I’ Institut national du cancer
(INCa). Les techniques les plus utilisées pour ce type de diagnostic moléculaire
reposent sur |"utilisation de prélévements tumoraux fixés au formol et inclus en
paraffine, ce qui rend les déterminations relativement difficiles, notamment lors
de la réalisation de techniques comme la PCR en temps réel, le séquencage,
I"'immunohistochimie, la FISH ou la CISH. Cet article établit une synthése sur
les biomarqueurs validés en théranostique ainsi que les méthodes diagnostiques
les plus utilisées, mais également sur les biomarqueurs candidats & venir et les
évolutions proches comme I'utilisation de biopsies liquides.

Mots clés : biomarqueurs, théranostique, thérapies ciblées

Abstract. Cancer kills 147,500 people each year in France. The development of
personalized'therapies and more recently theranostics, completely changed the
biological approach to this disease. Thus, the already well-known but sparsely
specific serum markers are being replaced by new tumor markers, predictive
of resistance or response to targeted therapies. The study of these biomarkers
is performed by different ftechnical approaches, which are essentially based
molecular biology assays. These determinations are a »d in France within
the 28 molecular tumor genetics platforms approved by French National Cancer
Institute (INCa). The most commonly used assays for this type of molecular
diagnostics, such as real-time PCR, the sequencing, immunchistochemistry,
FISH or CISH, are relatively difficult because most of them are based on the
use of formalin fixed paraffin embedded tumor tissues. This paper provides
a synthesis of validated theranostic biomarkers and the most used diagnostic
methods, but also draw a point on the best incoming biomarkers candidates and
assays in close development using liquid biopsies.

Key words: biomarkers, theranostic, targeted therapies
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Synthése

Le cancer tue chaque année 147 500 personnes en France
d’aprés les derniéres estimations de 1'Institut national
du cancer (INCa) [1]. Le développement des thérapies
personnalisées et plus récemment de la théranostique a
complétement modifié I’approche biologique de la mala-
die cancéreuse. Ainsi, aux marqueurs sériques anciens et
peu spécifiques comme par exemple CA-125, ACE, CA
19-9 ou encore CA 15-3 viennent aujourd’hui s’ ajouter de
nombreux marqueurs ftumoraux, plus représentatifs de la
maladie et surtout prédictifs de la résistance ou de la réponse
a une thérapie ciblée, associée ou non A une chimiothérapie
traditionnelle.

L’étude de ces biomarqueurs s’effectue par différentes
approches techniques, relevant essentiellement de la bio-
logie moléculaire. Ces déterminations biologiques sont
réalisées en France au sein des 28 plateformes de génétique
moléculaire des tumeurs labélisées par I'INCa. Les déter-
minations sont effectuées principalement sur des biopsies
de tumeurs primitives ou des métastases, fixées au formol,
puis incluses en paraffine. La fixation et I'inclusion per-
mettent de conserver les échantillons plusieurs années en
limitant les processus de dégradation. Cependant, cette spé-
cificité rend les tests de biologie moléculaire (i.e. étude
de I'’ADN ou des ARN, immunohistochimie, hybridation
in sitie...) plus difficiles i effectuer que sur des préléve-
ments frais, notamment & cause de la fragmentation et de la
détérioration des molécules d’ ADN induites par la fixation
[2].

Développement de la médecine
personnalisée et biomarqueurs validés
en thérapeutique

Historiquement, le premier couple thérapie ciblée/
biomarqueur validé, est le couple hormonothérapie/
statut des récepteurs hormonaux dans les cancers du sein.
En effet, la réponse & I’hormonothérapie chez la femme
atteinte de cancer du sein est connue depuis 1948 [3], mais
c’est sculement dans les années 1970 que le lien entre la
présence de récepteurs hormonaux et la réponse aux trai-
tements antihormonaux a été déerite [4]. C’est bien plus
tard, dans le début des années 2000 que le développe-
ment de la médecine personnalisée et que les thérapeutiques
ciblées ont pris de I'ampleur. Ce développement s’est effec-
tué notammentau travers d’études cliniques internationales
de phase III, ayant prouvé I'efficacité d’anticorps mono-
clonaux ou d’inhibiteurs de kinase, ciblant spécifiquement
certains récepteurs particuliérement exprimés au niveau
des tumeurs ou ciblant des voies de signalisation suracti-
vées dans certaines pathologies cancéreuses. En 2013, sept
biomarqueurs sont reconnus par I'INCa en vue d'une pres-
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cription d"une thérapie ciblée (tableau 1). Le statut de ces
biomarqueurs doit obligatoirement &tre déterminé avant la
prescription de thérapies ciblées.

C’est le cas par exemple du trastuzumab dans le traitement
des cancers du sein métastatiques [5]. Cet anticorps mono-
clonal cible spécifiquement le récepteur HER2 (human
epidermal growth factor receptor de type 2) et a démon-
tré son efficacité chez les patientes atteintes de cancer du
sein métastatique dont les tumeurs surexpriment ce type de
récepleur, soit environ 15a 20 % des cas [6]. La recherche
de cette surexpression est également obligatoire pour la
prescription d’un autre anticorps monoclonal interagissant
avec HER2, le pertuzumab [7]. La détermination du sta-
tut HER2 s’effectue principalement par des techniques
d’immunohistochimie, ainsi que par FISH et CISH. A ce
titre, dix tests compagnons sont officiellement agréés par la
FDA pour la détermination du statut HER2 d'une tumeur
(tableau 2). D’autres kits sont également disponibles en
France, dont certains sont marqués CE-IVD. Il est inté-
ressant de noter que les tests d’amplification de HER2
sont également obligatoires dans les contextes de cancer
de I’estomac pour la prescription de trastuzumab chez les
patients dont les tumeurs expriment HER2 [8].

Dans les cancers colorectaux métastatiques, deux molé-
cules ciblant EGFR (epidermal growth factor receptor),
sont utilisées : le panitumumab et le cetuximab. Ces deux
molécules peuvent étre utilisées en association & une chi-
miothérapie 4 base de platine (Folfox) [9] ou d’irinotecan
(Folfiri) [10]. L apport du cetuximab sur la survie glo-
bale et la survie sans progression des patients était décrite
comime significative dans les études préliminaires. En 2008,
une équipe francaise a établi un lien entre présence de
mutation sur I’exon 2 (codons 12 ou 13) du géne KRAS
et résistance au cetuximab [11]. Les analyses des études
d’enregistrement du cetuximab ont donc été effectuées a
nouveau en tenant compte de ce paramétre biologique, au
méme titre qu’elles avaient déja été réalisées avec le pani-
tumumab [12] et il apparait alors que 60 % des patients
possédant une tumeur avec un géne KRAS sauvage pour les
codons 12 ou 13 bénéficient du traitement par anti-EGIR,
contre 40 % dans les études ne faisant pas la distinction
entre KRAS sauvage et KRAS muté [13]. Le génotypage
de I'exon 2 du géne KRAS est donc devenu obligatoire
avant toute prescription de cetuximab ou de panitumumab.
Trés récemment, les résultats de 1'essai PRIME visant i
étudier la réponse & la chimiothérapie associant panitumu-
mab et FOLFOX, a permis de metire une évidence une
augmentation significative de la survie globale chez les
patients atteints de cancer colorectal métastatique et dont
les tumeurs ne portaient aucune mutation sur les codons 12
et 13 (exons 2), 59 et 61 (exon 3) et 117 et 146 (exon 4)
des génes KRAS et NRAS [14]. L’ AMM du panitumumab a
ainsi été modifiée en Juillet 2013 et la prescription de cette
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Tableau 1. Biomarqueurs validés en 2013, dont la détection est effectuée a visée thérapeutique. Ces biomarqueurs sont reconnus par

I'INCa etla FDA.

Biomarqueur Indication Molécule associée
Amplification de HER2 Cancer du sein métastatique Trastuzumab
Lapatinib
Pertuzumab
Amplification de HER2 Cancer de I'estomac Trastuzumab
Mutation de KRAS et NRAS Cancer colorectal métastatique Cetuximab
(Exon 2, codons 12 et 13, Exon 3, codons 59 et 61, Exon Panitumumab
4, codons 117 et 146)
Mutation de EGFR Adénocarcinome pulmonaire Gefitinib
(exons 17, 19, 20 et 21) Erlotinib
Fusion de ALK Adénocarcinome pulmonaire Cnizotinib
Mutation BRAF Mélanome métastatique Vemurafenib
(exon 15, V60OE)
Mutations cKIT et PDGFRA Tumeurs stromales Imatinib
(exons 9 et 11) gastro-intestinales (GIST)
Fusion BCA-ABL (détection, quantification et mutations) LMC et LAL Ph+ Imatinib
Nilotinib
Dasatinib

molécule nécessite désormais un génotypage KRAS, mais
également NRAS. Les résultats de I’essai FIRE-3 présentés
au congres de 'ESMO en Septembre 2013 ont confirmé
les mémes résultats avec les chimiothérapies associées au
Cetuximab, avec 14 aussi un intérét de la recherche des
mutations des exons 2, 3 et 4 des génes KRAS et NRAS.
Les génotypages KRAS et NRAS s’effectuent par diffé-
rentes méthodes permettant d’obtenir des informations sur
la séquence du géne. Les techniques les plus fréquentes
utilisent la PCR temps-réel, comme la PCR TagMan, PCR
HRM, PCR TagMelt [15, 16] (tableau 3), mais aussi des
techniques de séquencage de type Sanger et de plus enplus
aujourd’hui, de séquencage de nouvelle génération, plus
sensible et plus fiable que les techniques de séquencage
capillaire traditionnelles [17]. Ces techniques sont effec-
tuées aprés extraction d’ADN tumoral depuis un bloc de
tissu fixé au formol et inclus en paraffine (figure 1). Bien
que certains kits commercialisés soient marqués CE-IVD,
une étude menée en France a validé qu’aucune technique
par rapport & une autre ne donnait de meilleurs résultats
[18], il appartient donc & chaque laboratoire de travailler
selon ses propres références en considérant la qualité de
I"examen effectué au sein de leur laboratoire et du rap-
port bénéfice/cofit. Il a cependant été démontré récemment
que le test compagnon officiel du cetuximab ne permettait
pas la détection de 17 % des mutations pertinentes de RAS
[19].

Dans les adénocarcinomes pulmonaires, le nombre de bio-
marqueurs continue de s’étoffer jour aprés jour. Ainsi,
dans sa derni¢re publication sur les biomarqueurs émer-
gents [20], I'INCa souligne I'importance des mutations
de geénes comme EGFR, KRAS, BRAF, PIK3CA, HER2
et également des translocations EMI4-ALK. Les biomar-
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queurs dont le statut est obligatoire avant prescription d’une
thérapie ciblée sont cependant au nombre de deux dans
cette pathologie. Il a été montré notamment que le sta-
tut mutationnel du géne EGFR avait une importance toute
particuliere dans la réponse aux inhibiteurs de tyrosine
kinase I’erlotinib et le gefitinib. Ainsi, chez les patients
dont les tumeurs possédent un géne EGFR muté sur les
exons 17, 19, 20 ou 21, le gefitinib seul est supérieur &
I"association standard carboplatine-paclitaxel [21]. La pes-
cription d’erlotinib en premiére ligne n’est possible qu’en
cas de présence d’une mutation du géne EGFR sur les
mémes exons [22]. Il est cependant important de noter que
certaines mutations du géne EGFR conférent une résistance
naturelle A ces deux molécules, les plus fréquentes de ces
mutations étant D761Y (exon 19) et la T790M (exon 20)
avec des fréquences respectives de 1 et 5 %. La recherche
des mutations du géne LGFR peut étre effectuée, a1"aide de
techniques de PCR tempsréel, maisil semble de plus en plus
important de pouvoir détecter spécifiquement les mutations
conférant des résistances aux traitements, ¢’est pourquoi
une technique permettant I’identification des mutations est
a préférer (PCR spécifique d’allele ou séquencage). Plus
récemment, le crizotinib, un inhibiteur de protéine kinase,
adémontré son efficacité chez les patients atteints d’un adé-
nocarcinome pulmonaire et dont les tumeurs présentaient
une fusion du géne ALK [23]. Cette fusion de ALK, en par-
ticulier avec le géne EML4 ou avec le géne NPM a pour
effet une augmentation de I"activité Kinase de la cellule
et se traduit généralement par une amplification de ALK.
Cette amplification de ALK peut se détecter en gPCR ou la
surexpression de la protéine par immunohistochimie. Les
translocations quant 4 elles sont détectables par technique
de FISH.
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Synthése

Tableau 2. Tests compagnons autorisés parla FDA en 2013. Il est important de noter qu'il n’existe aucune obligation en France d'utiliser
spécifiquement ces tests compagnon. Il est cependant nécessaire de remédier & une méthode validée et procéder & des contrdles qualité

intemes et externes.

Molécule Kit commercialisé Fabriquant Principe
Cetuximab Therascreen KRAS RGQ Qiagen Manchester, Ltd Détection qualitative en PCR temps-réel de 7
PCR Kit mutations de KRAS utilisant de I'ADN extrait
de tissus fixés au formol et inclus en paraffine
Cetuximab Dako EGFR PharmDx Kit Dako North America, Inc Test qualitatif dimmunohistochimie permettant
Panitumumab la détection de I'expression de EGFR
Imatinib Dako C-KIT PharmDx Dako North America, Inc Test qualitatif dimmunohistochimie permettant
I'identification de la protéine c-kitantigéne CD 117
Trastuzumab Inform HER-2/NEU Ventana Medical Test qualitatif FISH pour la détection
Systems, Inc de la surexpression de HER2
Trastuzumab Pathvysion HER-2 DNA Abbott Molecular Inc Test qualitatif FISH pour la détection
Probe Kit de la surexpression de HER2
Trastuzumab Pathway anti-HER-2/NEU Ventana Medical Test qualitatif dimmunchistochimie pour
(4B5) rabbit monoclonal Systems, Inc la détection de la surexpression de HER2
primary antibody
Trastuzumab Insite HER-2/NEU KIT Biogenex Laboratories, Test qualitatif d'immunohistochimie pour
Inc la détection de la surexpression de HER2
Trastuzumab Spot-Light HER2 CISH Kit Life Technologies, Inc Test quantitatif CISH pour la détection
de la surexpression de HER2
Trastuzumab Bond Oracle Her2 IHC Leica Biosystems Test semi-quantitatif d'immunohistochimie pour
System la détection de |a surexpression de HER2
Trastuzumab HER2 CISH PharmDx Kit Dako Denmark A/S Test quantitatif CISH pour la détection
de la surexpression de HER2
Trastuzumab Inform HER2 Dual ISH Ventana Medical Test permettant le calcul du ratio
DNA probe cocktail Systems, Inc HER2/chromosome 17 utilisant I'hybridation in situ
et un mélange de différentes sondes
Trastuzumab Herceptest Dako Denmark A/S Test semi-quantitatif d'immunchistochimie
Pertuzumab pour la détection de la surexpression de HER2
Trastuzumab HER2 FISH PharmDx Kit Dako Denmark A/S Test quantitatif FISH pour la détection
Pertuzumab de l'amplification de HER2
Tramatenib THxID™ BRAF Kit BioMérieux Inc Détection qualitative en PCR temps réel
Dabrafenib des mutations VE00E et VB0OK de BRAF utilisant
de FADN extrait de tissus fixés au formol etinclus
en paraffine
Erlotinib Cobas EGFR mutation test Roche Molecular Détection en PCR temps réel des mutations EGFR
Systems, Inc utilisant de I'ADN extrait de tissus fixés au formol et
inclus en paraffine
Crizotinib VYSIS ALK Break Apart Abbott Molecular Inc Détaction des réarrangements de ALK par
FISH Probe Kit méthode de FISH
Vémurafenib Cobas 4800 BRAF V600 Roche Molecular Détection qualitative des mutations BRAF V600
Mutation Test Systems, Inc utilisant de 'ADN extrait de tissus fixés au formol
etinclus en paraffine

Dans les cas de mélanomes métastatiques, le vémurafenib
a obtenu son AMM en France en 2012 suite aux résul-
tats de I’étude de phase IIT [24]. Cet inhibiteur de BRAF,
une protéine sérine/thréonine kinase, a la particularité de
n’étre actif que chez les patients dont les tumeurs portent
une mutation de BRAF en position 600 de I’exon 15, une
mutation de type V600. Ainsi, la détection de cette mutation
est obligatoire avant toute prescription de vémurafenib. La
détection de cette mutation est effectuée & partir d’un préle-
vement caractéristique de la tumeur, fixé au formol et inclus
en paraffine. La détection, tout comme KRAS ou EGFR,
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peut étre effectuée de différentes maniéres, notamment en
PCR ou en séquencage. Certaines études ont également
démontré I"intérét de I'immunohistochimie pour la détec-
tion de cette anomalie [25].

L’étude des mutations de KIT et de PDGFRA a quant 4 elle
un intérét dans le traitement des tumeurs stromales gastro-
intestinales (GIST) [26]. La présence de mutations sur KIT
ou PDGFRA correspond A un gain de fonction ¢’est-a-dire
A une augmentation de 1’ activité kinase. Ces mutations sont
présentes dans environ 85 % des cas de GIST, les plus fré-
quentes étant celles de I’exon 11 de KIT. La présence de
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Tableau 3. Principales techniques de biologie moléculaire utilisées en théranostique.

Technique Principe et spécificité Commentaire

PCR TagMan PCR temps réel spécifique d'alisle Spécifique d'une mutation pour laquelle
une sonde est dessinée

PCR TagMelt PCR temps réel non spécifique Permet la détection de mutations sur un
exon particulier

PCR HRM PCR temps réel non spécifique Permet la détection de mutations surun
exon particulier

PCR ARMS Scorpion PCR temps réel spécifique d'alléle Spécifique d'une mutation pour laquelle

une sonde est dessinée

Séquencgage Sanger

Séquengage capillaire permettant la détection
spécifique des mutations

Méthode spécifique mais souvent
associée a une faible sensibilité

Séquengage SNaPshot

Séquengage capillaire permettant la détection
spécifique des mutations

Systéme de séquencage capillaire
plus sensible que la méthode Sanger

Pyroséguengage Séquengage direct pouvant étre bidirectionnel Permet le séguencgage avec une
et permettant la détection spécifique sensibilité satisfaisante
des mutations
Séquengage par technologie Séquengage direct pouvant étre bidirectionnel Permet le séquengage avec une
utilisant des semi-conducteurs et permettant la détection spécifique sensibilité satisfaisante et une large
des mutations couverture de lecture
Séquengage par technologie Détection de masse spécifique : détemmination Permet l'interrogation de 20 a 28 SNP
MassArray SNP Multiplex de la masse des alléles de chaque SNP sur une centaine ou plusieurs milliers

par spectrométrie de masse

d’échantillons

Séquengage par synthése

Séquengage paralléle massif par synthése
chimique, permettant la détection spécifique

Technologie trés haut débit, permettant
le séquencage simultané de plusieurs

des mutations

millions de fragments

mutations sur I’exon 9 de KIT, assez rares, est une indi-
cation de doublement de posologie d'une thérapie ciblée,
I"imatinib, tandis que la présence de mutations sur I’exon
11 est plutdt synonyme de bonne réponse a cette théra-
pie a posologie standard [27]. La présence d’une mutation
D842V de PDGFRA estquant  elle synonyme de résistance
al’imatinib [28]. La aussi, différentes approches de biologie
moléculaire sont envisageables, aussi bien en immunohis-
tochimie, PCR temps-réel ou séquengage.

Enfin, le seul biomarqueur reconnu par 1'INCa en onco-
hématologie, & ce jour est le transcrit BCR-ABL dans
le cadre des leucémies myéloides chroniques (LMC) et
des leucémies aigués lymphoides chromosome Philadel-
phie positive (LAL Ph+). Cefte anomalie chromosomique
consistant en une translocation réciproque 9:22 des génes
BCR et ABL [29, 30] entraine I'expression d’un géne
de fusion BCR-ABL dont la protéine chimérique résul-
tante posséde une forte activité tyrosine kinase. Ainsi, le
diagnostic: moléeulaire, notamment la détection du chro-
mosome de Philadelphie pour le diagnostic, mais ensuite le
taux de transcrits BCR-ABL en fait un biomarqueur de choix
pour le diagnostic, d’une part, et le suivi de la maladie et de
la réponse au traitement par imatinib, d’autre part [31]. Les
techniques de détection de la translocation BCR-ABL uti-
lisent essentiellement la FISH [32], tandis que la RT-PCR
reste le moyen le plus sensible et fiable pour 1'étude des
transcrits BCR-ABL [33].
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Les biomarqueurs émergents

A cette liste de biomarqueurs recherchés en routine pour une
application clinique directe, viennent s’ ajouter bon nombre
d’autres candidats potentiels.

Ilsemblerait également qu’ en plus de larecherche des muta-
tion sur les génes KRAS et NRAS, le géne PIK3CA ait
un intérét dans la prédiction de réponse aux traitements
associant le cetuximab a une chimiothérapie [34].

Dans les cancers du sein, PIK3CA semble également un
candidat intéressant. Ce géne codant pour le site actif de la
phosphatidyl-inositol-3-kinase (PI3K) a montré son intérét
pronostique, puisqu’il apparait une corrélation entre grade
SBR de la maladie et présence de mutations de PIK3ICA
[35], mais également un intérét prédictif de la réponse aux
thérapies ciblées déja utilisées dans le traitement des can-
cers du sein surexprimant HER2, comme le trastuzumab ou
le lapatinib [30, 37}, ainsi qu’ aux traitements 3 venir ciblant
la voie PI3K/AKT/mTOR.

Les mutations BRAF, dans le contexte de mélanomes méta-
statiques, auraient également un intérét supplémentaire
puisque I'action d’un anti-MEK, le trametinib, en asso-
ciation avec un anti-BRAF, le dabrafenib, se révéle étre
dépendante du statut mutationnel BRAF de la tumeur. Ainsi,
les patients présentant des tumeurs portant une mutation
BRAF de type V600 bénéficient de I’ association de ces deux
molécules [38].
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Figure 1. Workflow pour la détermination du génotype tumoral KRAS par méthode PCR TagMan.

Enfin, on assiste depuis quelque temps a une nou-
velle mani¢re de penser la maladie cancéreuse. En effet,
I’approche classique se veut par organe, mais de nouvelles
réflexions sont en route pour une approche par anomalie
moléculaire. Le protocole clinique Safir (Fabrice André,
Gustave Roussy), étudie ainsi la possibilité d’aiguiller les
patientes atteintes d’un cancer du sein métastatique vers des
essais cliniques proposant des thérapies ciblées en fonc-
tion des anomalies moléculaires présentes au niveau de la
tumeur. Le protocole Shiva (Christophe Le Tourneau, Ins-
titut Curie) étudie I'efficacité d’un traitement basé sur le
profil moléculaire de la tumeur, quelle qu’elle soit, ver-
sus un traitement conventionnel chez des patients ayant un
cancer réfractaire. Aussi, les génes MET, ALK, ROSI ou
encore BRAF sont des candidats actuellement étudiés dans
de nombreux types de cancers, pour leur implication dans
la réponse a des thérapies ciblées connues, ayant déja fait
leurs preuves sur certains organes, mais sur d’autres types
de cancers. Dans ce contexte, certains essais cliniques en
cours proposent d’administrer le crizotinib, habituellement
utilisé dans les adénocarcinomes pulmonaires avec réarran-
gement de ALK, chez les patients présentant un cancer quel
qu’il soit, a condition qu’une anomalie de ALK ou de MET
soit détectée. La méme approche est utilisée pour les can-
cers présentant une mutation V600 de BRAF et I'utilisation
du vémurafenib. Ces essais dont la promotion est assurée
par Unicancer ont été baptisés « ACSé » pour Acces sécu-
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risé a des thérapies ciblées innovantes, sontrendus possibles
par la mise en place, sous I'égide de I'INCa, d'un réseau de
plateformes permettant la réalisation de ces analyses molé-
culaires. Cette approche par anomalie moléculaire n’en est
encore qu’a ses débuts et il faudra attendre quelques années
pour connaitre les résultats de ces études et peut-étre ouvrir
une nouvelle ére de lamédecine personnalisée, mettant ainsi
le diagnostic moléculaire au centre de la prise en charge des
patients atteints de cancers.

Cette multiplication du nombre de génes a étudier ne pourra
cependant se faire sans le développement du séquencage
nouvelle génération ou NGS (next generation sequencing).
Le probleme principal rencontré par le biologiste faisant
de la biologie des tumeurs est celui du manque de maté-
riel tumoral. Il n’est pas rare de devoir tester aujourd’hui
5 a 6 genes sur une biopsie de quelques millimetres. Mais,
les prélevements sont difficiles a obtenir, car invasifs pour
les patients et surtout, ces prélévements doivent étre réali-
sés avant tout traitement pouvant léser I'ADN, comme la
radiothérapie par exemple. Ainsi, il nest pas rare d’avoir
trés peu de matériel tumoral et a défaut de pouvoir réa-
liser tous les tests de mutations, une hiérarchisation des
examens est nécessaire, le recours a une nouvelle biopsie
étant rarement acceptable. Beaucoup d’approches actuelles
nécessitent une technique par géne et cela est évidemment
consommateur d’ADN. De plus en plus de laboratoires
francais s’équipent maintenant de séquenceurs dits de
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nouvelle génération permettant, & partir d'une dizaine de
nanogrammes d’ADN, d’obtenir les séquences d’un grand
panel de génes en une seule analyse et surtout & moindre
cofit et pour un nombre de manipulations techniques limité
[39, 40]. Le probléme majeur de ces systémes reste cepen-
dant la taille des données générées, aussi bien au niveau
de I'interprétation des résultats qui souvent doit étre réali-
sée par un bioinformaticien, mais également du stockage
informatique de ces données, puisque plusieurs gigaoctets
de data sont générés a chaque analyse.

L’avenir proche : les biomarqueurs
circulants

Afin de pallier le manque de matériel tumoral, des solutions
alternatives sont en cours de développement. 1l est possible
de réaliser aujourd’hui des biopsies liquides, ¢’est-a-dire
d’étre en mesure de détecter de I’ADN tumoral circulant, &
partir d'un simple prélévement sanguin.

Lors du développement de la tumeur, certaines cellules
tumorales meurent et relarguent leur contenu dans la cir-
culation sanguine, dont leur ADN. Le contenu de cellules
tumorales intactes est également relargué dans la circu-
lation sanguine. [’origine tumorale de I’ADN circulant
peut étre distinguée par la présence de mutations sur des
prote-oncogenes comme KRAS ou TP53 [41]. 11 a été mis
en évidence que ’ADN tumoral retrouvé dans le plasma
contenait une représentation de I'ensemble du génome
de la tumeur [42].Un certain nombre de technigues sont
déja commercialisées pour permettre la détection &’ ADN
tumoral circulant. Différentes approches techniques ont été
utilisées pour ces techniques de biologie moléculaire, toutes
visant & augmenter de fagon significative la sensibilité de
la détection des mutations. La PCR digitale ou digital PCR
(dPCR) permet par exemple & partir de latechnique de dilu-
tions ultimes de détecter une copie d’ADN, & partir d’un
échantillon réparti dans des plaques de plusicurs milliers
de puits (Roche Diagnostics, Meylan, France) [43] ou de
puce (Life Technologies, Carlsbad, CA). Ainsi, I’automate
est en mesure de détecter la présence ou I"absence du frag-
ment recherché, d’ol son nom de ‘digitale” en rapport avec
cet aspect binaire de la détection. La PCR digitale en gout-
telettes ou droplet digital PCR (BioRad, Hercules, CA)
quant & elle reprend le méme principe, mais la fragmenta-
tion de I'échantillon est effectuée par émulsion dans environ
20 000 gouttelettes [44]. Ainsi, contrairement & une PCR
standard, les réactions de PCR se produisent simultané-
ment dans chaque gouttelette, permettant ainsi d’augmenter
considérablement la sensibilité de la technique. Le sys-
téme RainDrop (raindance technology, Billerica, MA) est
encore une variante de la dPCR, permettant quant i elle
le multiplexage et ainsi la recherche de plusieurs types de
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mutations au cours d'une méme analyse [45]. La technique
IntPlex, développée au Centre de lutte contre le cancer de
Montpellier, permet également la détection de trés petits
fragments d"ADN circulant grice i une technologie de
PCR allele spécifique quantitative. La spécificité et la sen-
sibilité de la technique sont améliorées par la présence
de couples d’amorces trés spécifiques, ainsi que par des
inhibiteurs d’amplification des fragments sauvages et la
synthése spécifique d’amplicons de faiblestailles, de1’ordre
de 70 paires de bases [46]. La technique de BEAMing
{(Inostics, Hamburg, Allemagne) utilise quant i elle un sys-
te¢me d’amplification & partir de microspheres aqueuses sur
lesquelles sont greffées des sondes spécifiques. Une fois
I'amplification effectuée, une lecture en cytométrie de flux
permet d’isoler le nombre de copies d’alléles mutés [47].
Le concept de la biopsie liquide n'en sont encore qu’au
stade expérimental, et pour le moment non appliqué en
routine clinique, mais I'intérét semble immense, puisque
certaines ¢tudes ont montré que I’ADN tumoral circulant
pouvait &tre utilisé pour le diagnostic moléculaire, notam-
ment dans la détermination du statut KRAS dans les cancers
colorectaux [46], ou comme marqueur prédictif de la sur-
vie globale, comme dans les adénocarcinomes pulmonaires
[48], mais également comme un moyen simple de sur-
veillance de stabilité de la maladie, notamment dans les
cancers du sein [49]. Le prochain grand défi pour les bio-
logistes effectuant du diagnostic moléculaire tumoral sera
de permettre le séquencage d’ADN tumoral circulant en
routine. Des études sont déja en cours et les résultats encou-
rageants [S0].

Conclusion

L’avénement des thérapies ciblées est un progrés incon-
testable pour le traitement des patients atteints de cancer.
[’organisation des plateformes de génétique moléculaire
a facilité la mise en place de méthodes de diagnostic
moléculaire de pointe, fiables et robustes et permis de
faire bénéficier les patients de la bonne molécule au bon
moment. Les laboratoires pratiquant du diagnostic molécu-
laire peuvent aujourd’ hui compter sur des tests compagnons
validés et reconnus par les autorités compétentes respon-
sables de I’accréditation des laboratoires, mais aussi sur des
systemes de diagnostic de plus en plus précis et innovants,
permettant d’obtenir de plus en plus d’informations avec
un matériel tumoral de plus en plus faible. De nombreux
biomarqueurs sont & I'étude et le panel des biomarqueurs
actuellement validés en théranostique devrait s étoffer dans
les prochaines années. Les analyses théranostiques sont
aujourd’hui réservées aux laboratoires des plateformes
de génétique moléculaire agréés par I'INCa, mais cer-
tains génotypages « simples » comme le génotypage
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Synthése

KRAS, EGFR ou BRAF devraient probablement devenir
accessibles pour les laboratoires privés. Cependant, devant
I"avancée des applications du séquencage de nouvelle géné-
ration, |’expertise des plateformes semble plus que jamais
nécessaire et devrait permettre une meilleure prise encharge
des patients, aussi bien pour le diagnostic de la maladie, que
pour le suivi thérapeutique.

Liens d’intéréts :  interventions ponctuelles : Merck
Serono, Amgen, GSK, Novartis (AH, JLM) ; Roche Diag-
nostics (AH) ; Roche, Sanofi (TLM).
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I.2. Optimisation des tests de PCR de routine pour le génotypage du
gene KRAS pour une prescription rationnelle et individualisée des
thérapies ciblées en premiere ligne dans les cancers colorectaux
métastatiques

La recherche des mutations des codons 12 et 13 de KRAS a été rendue obligatoire par 'EMA
(European Medicines Agency) avant toute prescription d’un anti-EGFR dans le traitement des cancers
colorectaux métastatiques, suite aux publications démontrant le caractéere 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 a dire permettant de maniére 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 révéle étre
inférieure a cette sensibilité. Pour les patients présentant un faible taux de génes mutés, il a été
démontré que le cetuximab ne présentait aucun intérét (122). A 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 a dire avec un délai
compatible avec I'organisation des soins. C'est dans un sens qu’un article original présentant
I'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 géne 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 TagMan (PCR par discrimination allélique).

Résultats

Sur les 674 échantillons analysés, 1,5% (10/674) n’ont pas pu étre analysés car I’ADN était trop
dégradé. Parmi les échantillons interprétables, une mutation du géne 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 étre 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 quatrieme technique effectuée de maniére rétrospective (Cobas 4800).

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

Conclusion

L'utilisation en routine de la PCR HRM et de la PCR TagMan, puis de la RFLP en cas de discordance,
permet d’optimiser considérablement les délais. Les résultats ont montré une tres bonne corrélation
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entre les trois techniques. Lutilisation de la PCR HRM et de la PCR TagMan garantie des résultats de
qualité pour la détection des mutations présentes sur les codons 12 et 13 du géne KRAS sur des
prélevements fixés au formol et inclus en paraffine. La nouvelle procédure a permis de réduire de
maniere considérable la durée de rendu des résultats, permettant la prescription des thérapies
ciblées de fagon rationnelle dans la premiere ligne de traitement des cancers colorectaux

métastatiques.
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Introduction

Abstract

KRAS mutation detection represents a crucial issue in metastatic colorectal can-
cer (mCRC). The optimization of KRAS mutation detection delay enabling
rational prescription of first-line treatment in mCRC including anti-EGFR-tar-
geted therapy requires robust and rapid molecular biology techniques. Routine
analysis of mutations in codons 12 and 13 on 674 paraffin-embedded tissue
specimens of mCRC has been performed for KRAS mutations detection using
three molecular biology techniques, that is, high-resolution melting (HRM),
polymerase chain reaction restriction fragment length polymorphism (PCR-
RFLP), and allelic discrimination PCR {TagMan PCR). Discordant cases were
assessed with COBAS 4800 KRAS CE-IVD assay. Among the 674 tumor speci-
mens, 1.5% (10/674) had excessive DNA degradation and could not be analyzed.
KRAS mutations were detected in 38.0% (256/674) of the analysable specimens
(82.4% in codon 12 and 17.6% in codon 13). Among 613 specimens in whom
all three techniques were used, 12 (2.0%) cases of discordance between the three
techniques were observed. 83,3% (10/12) of the discordances were due to PCR-
RFLP as confirmed by COBAS 4800 retrospective analysis. The three techniques
were statistically comparable (kx > 0.9; P < 0.001). From these results, optimiza-
tion of the routine procedure consisted of proceeding to systematic KRAS detec-
tion using HRM and TagMan and PCR-RFLP in case of discordance and
allowed significant decrease in delays. The results showed an excellent correlation
between the three techniques. Using HRM and TagMan warrants high-quality
and rapid-routine KRAS mutation detection in paraffin-embedded tumor speci-
mens. The new procedure allowed a significant decrease in delays for reporting
results, enabling rational prescription of first-line-targeted therapy in mCRC.

therapies as cetuximab or panitumumab [2-6]. KRAS is a
small G protein, which can bear activating mutations in

Colorectal cancer (CRC) is the second most common
cause of cancer with more than one million new cases
diagnosed every year [1]. The World Health Organization
estimates that 608,000 people die every year from clinical
complications and metastasis of CRC.

From 2006 to 2008, several studies showed the impor-
tance of the KRAS oncogene in the treatment of metastatic
colorectal cancer (mCRC) and response to anti-EGFR

40% cases of mCRC [7]. KRAS mutations cause RAS pro-
tein accumulation in an active state through intrinsic
GTPase activity inhibition, which leads to the constitutive
activation of the RAS/RAF/MAPK signaling pathway [8].
The most common reported mutations of KRAS are
on codon 12 (c.35G>A - p.GI2D; ¢35G>T - p.GI2V;
¢34G>T - p.G12C; €34G>A — p.G12S; ¢.35G>C — p.G124A,
and ¢.34G>C - p.G12R) and codon 13 {¢.38G>A - p.G13D)

© 2012 The Authors, Published by Blackwell Publishing Ltd. This 15 an opan access articke under the terms of the Creative 1
Commons Attribution License, which permits use, distribution and reproduction in any medium, provided

the origmal work 15 properly cited
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and represent 98.2% of the mutations located in the exon
2 [9]. GI3D mutations represent more than 87% of
codon 13 mutations according to COSMIC Sanger data-
base. Mutations on codons 61 and 146 have also been
described in 2.1% and 1.9% of the cases, respectively [7].
Only one retrospective study showed the impact of codon
61 or codon 146 on response to anti-EGFR therapies in
mCRC [10] and only codons 12 and 13 mutations are
clearly reported to be predictive of response to cetuximab
or panitumumab. KRAS mutation detection on codons 12
and 13 is mandatory for the administration of anti-EGFR
therapies, as the OPUS [11] and CRYSTAL [12] studies
showed that KRAS mutations are predictive of response to
treatment to cetuximab associated with fluorouracil, leuco-
vorin, and oxaliplatin (FOLFOX) or fluorouracil, leuco-
vorin, and irinotecan (FOLFIRI), respectively. A pooled
analysis of both studies showed that addition of cetuximab in
wild-type KRAS patients with mCRC improves progression-
free survival and overall survival [13]. Benefits of
panitumumab associated with FOLFOX or FOLFIRI have
been described on progression free survival (PFS) in wild-
type KRAS patients with mCRC [14-16] in first-line
treatment, but the OS was only significantly better when
associated with FOLFIRI [14]. In second-line treatment, PFS
was significantly better when FOLFIRI was associated with
panitumumab [17]. Although the EGFR signaling pathway
is thought to play a central role in cell proliferation and
malignant transformation, no correlation has been shown
between EGFR expression and response to treatment. Fur-
thermore, EGFR mutations are rare (<1%) in colorectal
cancer [18] and had no influence on anti-EGFR response in
mCRC and therefore cannot be used to predict the clinical
response to anti-EGFR monodonal antibodies.

The introduction of targeted therapies, that is, anti-
VEGF and anti-EGFR monoclonal antibodies, have sub-
stantially enriched the therapeutic options in mCRC, and
long-term survival (>48 months) can now be achieved in
approximately one-third of the patients [19]. In addition,
improvement of the rate of resectability of metastases
after conversion chemotherapy results in cure for numer-
ous patients [20], Therefore, the selection of first-line
therapy in mCRC is crucial and must be individualized
according to the treatment strategy, the patient tumor
biology, and the toxicity associated with each therapeutic
option. The health authorities regulatory restriction of the
prescription of anti-EGFR monoclonal antibodies to wild-
type KRAS tumor patients plays a major role in selecting
anti-VEGF or anti-EGFR introduction in first-line ther-
apy. No present molecular diagnostic has been required
or identified for the prescription of the anti-VEGF mono-
clonal antibody bevacizumab.

Based on this knowledge, routine KRAS mutation
detection plays a major role in the choice between first-

A.-S. Chretien et al,

line therapies using anti-EGFR or anti-VEGF monoclonal
antibodies: the oncologists need to choose in a rational
way the first-line therapy, that is, with all decision-making
data being available and not by default because KRAS
mutation detection results are not available at the time of
initiation of the first-line therapy.

There is no standardized method for KRAS mutation
testing. Sequencing is considered the “gold standard,” but
has been reported to suffer from a lack of specificity and
sensitivity, justifying extensive evaluation of alternative
techniques for routine KRAS detection analysis. Recently,
the use of sequencing was showed to yield misinterpreta-
tion leading to lack of response to anti-EGFR antibodies
in mCRC bearing small KRAS-mutated DNA content [21,
22]. Recent paper by Molinari et al. [23] showed that
direct sequencing has a sensitivity of 20%, and this sensi-
tivity can be better using techniques like MALDI-TOF
MS, mutant-enriched PCR, or engineered mutant-
enriched PCR to 10%, 0.1%, and 0.1%, respectively.

The aim of this study conducted in Alexis Vautrin
Cancer Center was to establish a rapid, robust, and sensi-
tive KRAS mutations determination testing procedure in
order to provide reliable results to the oncologists with
shortest delay, contributing to the best care provided to
the patients, Some hypotheses regarding the quality on
the tumor tissue specimens are also discussed. Thus, we
compared high-resolution melting (HRM) analysis, poly-
merase chain reaction restriction fragment length poly-
morphism (PCR-RFLP), and TagMan PCR techniques for
determination of KRAS mutations, then we compared our
data with the literature, and we finally evaluated the
impact of the techniques on the delay between analysis
prescription by the oncologist and the result reporting.

Material and Methods

Study population

A total of 674 paraffin-embedded biopsies and resection
specimens from patients with a metastatic colorectal can-
cer have been collected from academic and private
pathology laboratories for routine KRAS status assessment
in the Alexis Vautrin Cancer Center from January 2008 to
December 2009. Of the 674 samples, 582 were from colo-
rectal primitive tumors (86.4%) and 83 from metastatic
sites (12.3%). This information was not available for nine
samples (1.3%). The sex ratio M/F was 1.51 and the med-
ian age was 65.1 years with a range of 24-87.

DNA extraction

Tumor specimens were macrodissected after hematoxylin-
eosin slide qualification by a pathologist to ensure a

@ 2012 The Authors. Published by Blackwell Publishing Ltd.
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Figure 1. Macrodissection step to ensure a minimum of 20% tumor
tissue content. The hematoxylin—eosin slide with selected area
contains more than 20% tumor cells.

minimum of 20% tumor tissue content as recommended
by Bibeau et al. (Fig. 1) [24]. Five 10-um-thick serial sec-
tions were cut from each paraffin block and collected in
Eppendorf® vials. DNA isolation was performed using the
QIAamp DNA FFPE tissue kit (Qiagen, Courtaboeuf,
France) protocol. Briefly, paraffin was removed by extrac-
tion with toluene and centrifuged. The pellet was then
washed with ethanol, centrifuged, and resuspended with
180 puL of tissue lysis buffer (buffer ATL; Qiagen) and
20 puL of proteinase K. The sample was gently mixed,
incubated at 56°C for 1 h and 90°C for 1 h under agita-
tion. DNA was extracted with MinElute Columns (Qia-
gen) according to the manufacturer’s recommendations.
The nucleic acids were eluted in a volume of 100 uL and
diluted to have a final concentration of 20 ng/uL. DNA
with identified KRAS mutations were used as positive
control and known wild-type DNA as negative control.

TagMan PCR

The presence of the seven most common KRAS mutations in
mCRC (codon 12: G12D, G12V, G12C, G12S, G12A, GI2R;
codon 13: G13D) was determined by TagMan allelic discrimi-
nation assay according to Lievre et al. [4]. Specific probes for
each allele (mutated and nonmutated alleles) were labeled,
respectively, with the fluorescence reporter dyes FAM and VIC
at their 5-end. Reactions were performed in 5 pL comprising
20 ng of DNA using 384-well plates (Roche Diagnostics, Mey-
lan, France), specific primers and probes, and TagMan Geno-
typing Master Mix (Applied Biosystems, Villebon-sur-yvette,
France). DNA was then submitted to the following cycle con-
ditions: 95°C for 10 min; 40 cycles, 95°C for 15 sec and 60°C
for 1 min. Data were analyzed with LC480 software (Roche
Diagnostics). All assays were performed in duplicate.

High-resolution melting analysis

HRM analysis was performed using the LC 480 HRM
Master kit (Roche Diagnostics) and 384-well plates

© 2012 The Authors. Published by Blackwell Publishing Ltd
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(Roche Diagnostics, Hamburg, Germany) according to
Krypuy et al. [25]. HRM analysis allows to detect all the
possible somatic mutations of exon 2 including all codons
12 and 13 mutations. Forty nanograms of DNA was
amplified in a final volume of 18 uL by using the follow-
ing: 10 uL of Master Mix HRM LC480, 2 uL of MgCl,
(25 mmol/L), 1 uL of primers (4 umol/L) (Eurogentec,
Seraing, Belgium), 2 uL of water. DNA was then submit-
ted to the following cycle conditions: initial denaturation
at 95°C for 10 min followed by 45 cycles of 10 sec at 95°
C, 15 sec at 67°C, and 10 sec at 72°C. For the HRM
melting profile, samples were denatured with an initial
hold of 1 min at 95°C and 1 min at 40°C and a melting
profile from 65°C to 95°C with a ramping degree of 0.02°
C/sec. All assays were performed in duplicate.

PCR-RFLP

A two-step PCR-RFLP was performed according to Schi-
manski [26] as previously described [27]. Briefly, 100-ng
DNA was used as template for the first PCR (Master
Cycler Gradient, Eppendorf, Germany) with the oligo-
nucleotide primers Ras A (sense; 5-ACTGAATATAAA
CTTGTGGTCCATGGAGCT-3') and Ras B (antisense;
5-“TTATCTGTATCAAAGAATGGTCCTGCACCA-3'). PCR
products were then submitted to enzymatic digestion with
either BstXI or Xcml, restricting the amplicon if the first
two bases of codon 12 (BstXI) and codon 13 (Xcml) was
wild type. The first digest (2 pL) was used as template for
the second PCR in which primer Ras C (antisense;
5-GGATGGTCCTCCACC  AGTAATATGGATATTA-3')
was used instead of Ras B. Second PCR product (7 uL) was
digested with either BstXI or Xcml. The digest product
(10 puL) was submitted to 4% agarose gel stained with ethidi-
um bromide and analyzed under UV light (GelDoc EQ; Bio-
Rad, Hercules, CA). All assesses were processed in a controlled
atmosphere room to avoid samples cross-contaminations.

COBAS 4800 KRAS

Discordant cases were retrospectively re-analyzed using
the CE-IVD-validated COBAS 4800 KRAS TaqMelt assay
(Roche Diagnostics). Samples were processed according
to the manufacturer’s protocol based on previously vali-
dated data [28]. Fifty nanograms of previously extracted
DNA was dispatched in 96-well plates (Roche Diagnos-
tics), as well as negative and positive controls from the
kit. Mutations detection is achieved automatically by the
COBAS software achieving melting curves analysis.
Amplification detection, quality control analysis, and
result interpretation are automated using software pack-
age. All samples were processed once, as recommended by
the manufacturer.
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Sensitivity

The sensitivity of RFLP, PCR-HRM, and PCR TagMan
assays was evaluated by mixing codon 12 mutated and
wild-type DNA from cell lines (A549 as codon 12 mutated,
WIDR as wild type) at 100%, 50%, 25%, 10%, 5%, 2.5%
and 1% ratios. Same protocol has been followed for the
determination of the sensitivity for codon 13 mutations
(LOVO as codon 13 mutated, WIDR as wild type).

Statistics

Significance of the concordance of mutation detection
with different methods was assessed by & statistics.
& superior to 0.8 was considered statistically significant.
The chi-square test was used to compare mutation fre-
quencies within data or with those obtained from litera-
ture. P < 0.05 was considered statistically significant.

Results

KRAS somatic mutation detection was assessed for rou-
tine diagnostic in a blinded fashion on the 674 samples
using TagMan PCR, HRM PCR, and PCR-RFLP assays
(Fig. 2). PCR-RFLP provided 32 (4.7%) of noninterpret-
able (NI) results, 22 (3.3%) for TaqMan PCR, and 37
(5.5%) for HRM PCR (Table 1). Among the 674 tumor
specimens, 1.5% (10/674) remained NI, even combining
the results of the three techniques, because of excessive
DNA degradation.

Among the 652 interpretable cases, TagMan PCR
revealed 256 cases (39.3%) with mutation in either codon
12 (82.4%) or codon 13 (17.6%) (Fig. 3). Mutations were
distributed as follows: 101 G12D mutations (39.4%), 62
G12V mutations GI12V  {24.2%), 19 GI12C mutations
(7.4%), 12 GI2A mutations {4.7%), 14 GI2S mutations
(5.5%), 3 GI12R mutations (1.2%), and 45 G13D muta-
tions (17.6%). Among the 637 interpretable cases, HRM
PCR revealed 254 KRAS mutations (39.9%) (Fig. 3).
PCR-RFLP revealed 250 of 642 interpretable cases
(38.9%) with KRAS mutations, among which 206/250
(82.4%) were located in codon 12 and 44/250 (17.6%) in
codon 13 (Fig. 3). Overall, as well as for each technique,
all mutations frequencies were compared with data
extracted from the Sanger Cosmic data base (http://www.
sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic/) and were found to be
fully consistent with the reference frequencies (chi-square
test nonsignificant for all the data). A comparison of
mutations frequencies between resections and biopsies
revealed no significant difference, as already evidenced by
Weichert et al. (chi-square test data not showed) [29].

A comparison of these three methods yielded x values
exceeding 0.9 (P < 0.001), showing an excellent correlation

A.-S. Chretien et al,

between the three techniques used (Table 2). Among 613
specimens in whom all three techniques were used and gave
interpretable results, 12 (2.0%) cases of discordance between
the three techniques were observed. In these discordant
cases, the complete procedure (from DNA extraction to
PCR) was systematically repeated. Discordant samples were
processed retrospectively using COBAS 4800 KRAS CE-IVD
validated method. Mutated samples, detected as nonmutat-
ed samples, were considered false negative. Nonmutated
samples, detected as mutated samples, were considered
false positive. More than 83% (10/12) of discordances were
attributable to PCR-RFLP, as revealed by a second analysis
of the same sample. Six false-positive samples and four
false-negative samples were found. No false positive were
found with TagMan PCR and HRM PCR. Two false nega-
tive were found with TagMan PCR (detected with RFLP,
HRM, and COBAS) and two false negative were found
with HRM PCR (detected with TagMan and COBAS)
{Table 1).

Optimization of the routine procedure consisted of
proceeding to systematic KRAS detection using HRM
and TagMan PCR instead of simultaneous use of HRM,
TagMan PCR, and PCR-RFLP. The use of PCR-RFLP
was restricted to discordant cases. This new operating
procedure allowed to significantly reduce the reporting
delay on the basis of weekly analyzes from
10.5 £ 7.0 days to 8.5 -+ 3.3 days (P < 0.001), that is, a
19% decrease.

DNA quality

Ten samples provided NI results. Among the NI results,
70% of the tumor samples results were provided by 5%
of pathology laboratories, probably related to preanalytical
procedure (paraffin embedding, fixative, and fixation
time) that could be responsive for DNA degradation.
Among discordant results, 30% are provided by these 5%
laboratories. This may suggest that the preanalytical step
could be responsive for increased false-positive or false-
negative patients. However, no significant difference was
found when comparing the frequency of KRAS mutations
in different pathology laboratories (data not shown).

Sensitivity

Samples have been processed with the four assays and
compared (Table 3). For RFLP and HRM, limits of sensi-
tivity were 5% of mutated DNA for codon 12. For CO-
BAS, limits of sensitivity were less than 1% of mutated
DNA. PCR TaqMan sensitivity was better for GI12D,
GI12V, and GI2C (<1% of mutated DNA), GI2A (2.5%
of mutated DNA), and equal to other assays for G12S
and GI12R mutations (5% of mutated DNA). Limits of

@ 2012 The Authors. Published by Blackwell Publishing Ltd.
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Figure 2. (A) KRAS mutation analysis using PCR-RFLP. DNA extracts from tumor samples were submitted to double PCR amplification after BstXI
and Xcml enzymatic digestion allowing discrimination of codons 12 and 13 mutations. Codons 12 and 13 mutated DNA were used as positive
control. Wild-type KRAS DNA and water were used as negative controls. (B) Example of codon 12 KRAS mutation detection using TagMan PCR.
Left panel represents amplification control (VIC). Right panel represents G125 mutation detection (FAM). (C) Example of codon 12 KRAS mutation
detection using HRM. Depending on the presence or the absence of mutation, the melting temperature is different (left panel). The plot of the
relative signal difference against the temperature allows to evidence the presence or the absence of KRAS mutation (right panel).
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Table 1. interpretable, noninterpretable (NI} results and discordances
for polymerase chain reaction restriction fragment length poly-
morphsm (PCR-RFLP), TagMan PCR, and HRM PCR. TagMan PCR
showed less NI results than the two other assays.

n=674 PCR-RFLP TagMan PCR HRM PCR

Interpretable 640 (94.96%) 650 (96.44%) 635 (94.21%)
NI 32 (475%) 22 (3.26%) 37 (5.49%)
False positive 4 (0.62%) 0 (0.00%) 0 (0.00%)
False negative 6 (C.93%) 2 (0.31%) 2 (031%)

sensitivity for codon 13 were 5% of mutated DNA for
RFLP, HRM, 2.5% of mutated DNA for TagMan PCR,
and less than 1% of mutated DNA for COBAS.

Discussion

Determination of KRAS status before prescription of anti-
EGFR therapy is mandatory for patients with metastatic
colorectal carcinoma (mCRC). The rational selection of
the first-line individualized therapy, between anti-EGFR
therapy and anti-VEGF therapy, is only possible if the
patient benefits of tumor KRAS mutation testing, whereas
without this determination, the therapeutic choice would
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BG12R BG12s8
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be done by default. This improvement of the personalized
medicine implicates that the oncologist should be pro-
vided with reliable results within delay that is consistent
with the clinical management of the patient, Therefore,
the optimization of KRAS mutations analysis for prescrip-
tion of cetuximab and panitumumab in mCRC needs
rapid and robust molecular biology techniques. However,
validated methods and standardized testing procedures
are lacking. Here, we report a comparison between three
methods for KRAS mutation testing: HRM PCR, TagMan
PCR, and PCR-RFLP. These methods are found to be
equivalent; however, HRM seems to be accurate enough
as already shown by Weichert et al. [29] and represents a
fast method for scanning somatic sequence alterations
[30]. HRM PCR sensitivity is close to 100% [30-32], but
as showed by the two false-negative results found in this
study, this assay should be coupled with a more sensitive
technique. The identification of the mutations located in
codons 12 and 13, for example, 90% of KRAS mutations
[33] in accordance with European KRAS Quality Assur-
ance Program [34], is also a point to focus, according to
recent studies suggesting that patients with KRAS G13D-
mutated tumors could benefits of cetuximab therapy [35,
36]. Thus, the use of Tagman PCR allows mutations
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Figure 3. Comparison of mutation frequency as determined by the different detection methods. Overall as well as for each technique, all
mutations frequencies were compared with average data from the Sanger Cosmic data base and were found to be fully consistent with the
theoretical frequencies (chi-square test nonsignificant for all the data).
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Table 2. Crossover comparison of mutation frequency as determined
by polymerase chain reaction restiction fragment length poly
morphism (PCR-RFLP), PCR Tagman, and HRM PCR: x values exceed
0.9 (P < 0.001), showing an excellent correlation between the three
technigues.

PCR-RFLP HRM PCR
TagMan PCR n=631 n=630

k = 0.960 x = 0.987

P <0001 P<0.001
HRM PCR n=619

x=0.973

P < 0.001

Table 3. Sensitivity of RFLP, PCR TagMan, HRM, and COBAS assays.
The sensitivity was evaluated by mixing codon 12 or codon 13
mutated and wild-type DNA from cell lines at 100%, 50%, 25%,
10%, 5%, 2.5%, and 1% ratios.

Codon 12 Codon 13

G12D G12v G12C G125 G12A G12R G13D

RFLP 2.5% 5.0%

TagMan <1.0% <10% <1.0% 50% 25% 5.0% 2.5%
PCR

HRM 5.0% 5.0%
PCR

COBAS <1.0% <1.0%

identification and is reliable and sensitive (4, 37, 38]. In
our study, two false negative were detected when com-
pared with other technique which confirm that this
technique should be systematically coupled with a non-
specific PCR method as HRM or TaqMelt.

Mutations located in codons 61 and 146 are less fre-
quent and their detection is not mandatory before anti-
EGFR antibodies prescription, although prevalence of
these mutations is higher than some of the mutations in
codon 12 [7, 39, 40]. As functional consequences on RAS
protein could be different of codons 12 and 13 mutations,
the dinical implication of these mutations remained
unclear until recently [6, 18]. However, recent studies
emphasize the negative impact of these mutations on the
response rate to anti-EGFR monoclonal antibodies [10,
39] and might highlight the need for simultaneous detec-
tion of mutations in codons 12, 13, 61, and 146 using,
for example, multiplex amplification of exons 2, 3, and 4,
as proposed by several authors [41, 42].

In our institute, the new procedure consisting in using
HRM and TagMan PCR in all specimens and to restrict
the use of PCR-RFLP to discordant cases was found to
significantly reduce the delay of result reporting, but also
to improve the accuracy. Combining three mutation
testing techniques greatly reduces the probability to get

@ 2012 The Authors. Pubhished by Blackwell Puthishing Ltd.
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false-negative or false-positive result. The alternative
approach consisting in systematically repeating the whole
procedure [43] (e.g. confirmation of KRAS mutations by
two independent analyses) would lead to increases of the
reporting delay, consuming of tumor sample, and would
probably not overcome the lack of sensitivity or specific-
ity of a single method. The recent Flash-KRAS study [44]
showed that the mean delay in France for KRAS geno-
typing was 23.6 == 28.2 days in 2011. This study showed
the importance of the choice of an appropriate assay to
provide KRAS genotyping results in the recommended
2-3 weeks of delay of the French National Cancer Insti-
tute (INCa).

This study also emphasized that the preanalytical pro-
cedure needs to be strictly controlled as DNA degradation
was found to be the main cause of NI results, thus lead-
ing to late reporting of the results, as well as an overcost
when repeating the analysis. Moreover, these samples are
also unusable for other genetic tests. Bouin fixation is a
well-known cause of DNA degradation, leading to NI
results in almost 100% of the cases. Fixation duration has
been shown to be a critical parameter as well: Inoue et al.
[45] demonstrated that if the samples are fixed in 10%
nonbuffered formalin for 1 day, 100% of samples show
successful PCR, while only 44% of samples show success-
ful PCR when fixed for 2-3 days. More recent studies also
showed the influence of the fixative choice, the paraffin
temperature, and warm and cold ischemia on the DNA
quality for molecular biology [46, 47]. In addition, several
recent studies reported that paraffin embedding and
fixation procedures may induce nucleotide changes
through deamination of cytosine and adenine. These
deaminations generate uracil and hypoxanthine, respec-
tively, and lead to artifactual C>T and G=A transitions
and provide false-positive results [48, 49]. This can partly
explain discordances observed in our study. Indeed,
Marchetti et al. described [50] repeated 10 PCR amplifi-
cations on clinical samples. For a same sample, the pres-
ence or the absence of uracil could lead to artifactual
mutations only in some of the PCR products, thus lead-
ing to a false-positive result. Beside this phenomenon,
discordances can also be explained by the difference of
sensitivity and specificity of the different methods.

Therefore, the preanalytical steps should be optimized
and controlled in order to warrant the quality of nucleic
acids.

Beside fixation, the step of macrodissection has been
reported to be highly critical [48]. According to the
authors, the detection rates of mutations clearly decreased
with the percentage of tumor cells, and the limit of 20%
of tumor material seems to be critical, with a dramatic
increase in the risk of false-negative results. In our study,
all samples were macrodissected in order to ensure a min-
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imum of 20% of tumor material, and the percentages
of each mutations were found to be fully consistent with
literature data [51].

Following the question of samples with low cellularity
(particularly in the case of neoadjuvant treatment), some
authors recommend that a biopsy should be always dedi-
cated to molecular biology before treatment, or to replace
the step of macrodissection by laser microdissection [48].

In case of NI results with all assays, a new sample origi-
nating from a different tumor site is requested if available.

To conclude, this study emphasizes the fact that KRAS
mutations analysis in mCRC needs quality control proce-
dures from preanalytical to analytical steps. Our experi-
ence using HRM and TaqMan PCR in routine shows that
reporting delays suitable with the oncologist expectation
could be achieved and enable rational, fully documented,
selection of first-line therapy in mCRC. However, with
only approximately 50% of the patients responding to
anti-EGFR monoclonal antibodies, it should be kept in
mind that KRAS status has a poor positive predictive
value [52]. This emphasizes the need for additional
response predictive markers to improve the selection of
potential responders among wild-type patients [24, 53].
Recent studies showed that KRAS mutation detection
with more sensitive method allow a better selection of
patients who could benefit of anti-EGFR therapies [21,
22]. Data reported by Molinari et al. [23] emphasize the
importance of sensitivity of the technique: in this paper,
authors found 55% of wild-type KRAS with standard
assay. After using more sensitive assays like MALDI-TOF
MS, mutant-enriched PCR, or engineered mutant-
enriched PCR, the authors found 27% of these samples
identified as wild type bearing a KRAS mutation. Our
data are consistent with the results of this paper and con-
firm the importance of a rapid and sensitive assay to
avoid false negative. To our opinion, the real-time PCR
assays allow to achieve relatively high sensitivity using
simple and affordable techniques easily accessible for rou-
tine analysis.
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I.3. Comparaison des techniques Cobas 4800 KRAS, PCR TagMan, PCR
HRM pour la détection des mutations du gene 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 a commercialiser des kits de réactifs CE-IVD, c’est a 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 a un thermocycleur appelé Cobas®. Le kit KRAS Cobas® permet de déterminer de maniere
spécifique et sensible le statut mutationnel du géne 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, TagMan 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 I'occurrence ce kit commercial (Kit Cobas® de Roche

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

Introduction

Beaucoup d’études documentent I'influence du statut mutationnel de KRAS sur la réponse aux anti-
EGFR chez les patients atteints d’un cancer colorectal métastatique. Le systeme 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 TagMelt. 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 TagMan et la PCR HRM. Cent-cinquante-six échantillons
ont été analysés pour cette étude apres extraction de I’ADN depuis des fragments de tumeurs fixés
et inclus en paraffine. Cent-trente-deux échantillons ont été analysés a la fois par la méthode Cobas®
et par la méthode TagMan et 92 échantillons ont été analysés a la fois par la méthode Cobas® et par
la méthode HRM. L’extraction de I’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 a la fois par
la méthode Cobas® et par la méthode TagMan et 92 échantillons ont donné des résultats
interprétables a 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 TagMan
(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 TagMan et 1 cas discordant concernant une mutation du codon 12
non recherchée par la méthode TagMan). 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
TagMan et 2 cas discordants concernant une mutation sur I’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®, TagMan et HRM) sont capables de détecter de maniére précise la présence
de mutation du géne KRAS sur des fragments de tissus tumoraux fixés et inclus en paraffine. Les
techniques Cobas® et TagMan 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 a elles des résultats équivalents. Cette étude montre
gu’un pré-screening de mutations par technique Cobas® puis la caractérisation des mutations par

méthode TagMan peut constituer une approche simple et fiable pour la routine diagnostique.
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Abstract Many studies documented the influence of KRAS
mutation status on the response of patients with metastatic
colorectal cancer (mCRC) to anti-EGFR monoclonal anti-
bodies. The COBAS 4800 KRAS is an assay using real time
PCR and TagMelt technology, CE-IVD validated, for the
detection of 19 KRAS somatic mutations in exons 2 and 3.
We compared COBAS with previously validated PCR Tag-
Man and High Resolution Melting (HRM) assays on 156
formalin-fixed paraffin embedded (FFPE) specimens of co-
lorectal carcinoma. DNA extraction procedures, using the
Qiagen QIAMP kit and the Roche COBAS DNA kit, were
also compared. Of the 156 samples, 132 were interpretable
using COBAS and TagMan and 92 using COBAS and HRM.
No statistically significant difference was found between
COBAS/TagMan and COBAS/HRM (k=0.937; p<0.001 —
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four discordant cases were found, mostly conceming codon
61 mutations and k=0.891; p<0.001 — five discordant cases
were found, three regarding codon 61 and two on codon
12/13, respectively). No difference was found between the
two DNA extraction methods (#=1.7185; dol=39; a=5 %).
The three assays were found suitable to detect accurately
KRAS mutations in colon FFPE specimens. COBAS and
TagMan were found to be more robust than HRM, as they
yielded fewer non-interpretable results. DNA  extraction
kits were found to provide equivalent results. The present
study shows that pre-screening using COBAS with further
TagMan mutation characterization constitutes an easy and
reliable approach for routine diagnostic purposes

Keywords KRAS - TagMan - HRM - COBAS - Colorectal
cancer - FFPE

Introduction

Colorectal cancer (CRC) is the second most common cause
of cancer with more than one million new cases diagnosed
every year [1]. The World Health Organization estimates
that 608,000 people die every year from clinical complications
and metastasis of CRC.

A variety of studies have shown the importance of the
KRAS oncogene in the treatment of metastatic colorectal
cancer (mCRC) and its implication in the response of
patients to the anti-EGFR monoclonal antibodies cetuximab
or panitumumab [2-6]. Several methods have been de-
seribed for the detection of KRAS mutations in formalin-
fixed paraffin embedded (FFPE) tissues [3, 7, 8]. Whereas
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direct sequencing is always considered as the gold standard,
the most sensitive methods are considered to be real-time
PCR based assays [9, 10]. KRAS testing is now manda-
tory for the prescription of anti-EGFR monoclonal anti-
body therapies, but a single standard method has not
been recommended [11].

The COBAS 4800 KRAS assay (Roche Diagnostics) is a CE
IVD validated assay using real time PCR and TagMelt tech-
nology [12]. This assay accurately detects 19 KRAS somatic
mutations in exon 2 (codons 12/13) and exon 3 (codon 61) in
tumor specimen containing at least 5 % of mutated DNA. This
assay was earlier compared with sequencing (Sanger Plus 454)
and validated, taking endogenous and exogenous interfering
factors such as silent mutations, proportion of necrotic tissue or
microorganisms into consideration [12].

Mutations of the KRAS gene most commonly are on codon
12 (¢35 G>A - p.GI12D; ¢35 G>T - p.GI2V; ¢.34 G>T
p.GI12C; ¢34 G>A - p.G12S; ¢35 G>C ~ p.G12A and
¢.34 G>C ~ p.GI2R) and codon 13 (c.38 G>A — p.G13D),
which together represent 90 % of all mutations [13]. Mutations
on codon 61 and codon 146 are found in 2.1 % and 1.9 % of
cases, respectively [14]. Only one retrospective study showed
an impact of mutations in codon 61 or codon 146 on the
response to anti-EGFR therapy in mCRC [15]. As reported in
the OPUS [16] and CRYSTAL [17] studies, codon 12 and 13
mutations are clearly predictive of response to cetuximab in
combination with FOLFOX or FOLFIRI, respectively. A
pooled analysis of both studies showed that addition of cetux-
imab to the treatment of patients with a KRAS wild-type mCRC
improves progression free survival and overall survival [18].
More recently, addition of cetuximab to first-line chemotherapy
has been reported as potentially adding benefit to patients with
KRAS G13D-mutant tumors [19].

Based on this knowledge, KR4S mutation detection plays
a major role in the selection of first line therapies and
reliable KRAS mutation detection has become mandatory.

The aim of this study, conducted in the Institut de Cancér-
ologie de Lorraine (Nancy, France), was to compare three
PCR-based KRAS mutations assays in terms of reliability and
sensitivity of the results in order to provide optimal care to
mCRC patients through optimal selection of first line therapy.
High Resolution Melting PCR (HRM) [8], TagMan PCR [4]
and COBAS 4800 KRAS [12] techniques were compared.

Patients and methods

Patients

A total of 156 FFPE biopsies and initial surgical resection
specimens from mCRC patients were addressed for routine

KRAS mutation detection from academic and private pathol-
ogy laboratories to the Institut de Cancérologie de Lorraine
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Biopathology Department from March to June 2012. Of the
156 samples, 156 were processed with COBAS and TagMan
and 120 with COBAS and HRM. Ninety-two of 120 samples
were intetpretable with COBAS and HRM and 132 sam-
ples of 156 were interpretable with COBAS and TagMan.
Of these 132 samples, 108 were from primary colorectal
carcinomas (81.8 %) and 16 from metastatic sites
(12.1 %) This information was not available for eight
samples (6.1 %). The M/F sex ratio was 1.28 and the
median age was 68.4 years (Table 1).

Study design

All specimens were examined by a senior pathologist, mac-
rodissected and processed according to the French National
Cancer Institute (INCa) guidelines. DNA was extracted from
all samples and processed for KRAS mutations analysis
using COBAS, TagMan PCR and HRM PCR. A total of
156 samples were analyzed with COBAS, 150 with TagMan
PCR and 120 with HRM PCR. Non-interpretable samples
were processed twice. Samples with an invalid flag with
COBAS, or no DNA amplification or with more than 40 Ct
with TagMan or HRM, were considered as non-
interpretable. Forty samples were randomly selected and
processed for DNA extraction using QIAMP DNA FFPE
Tissue Kit (Qiagen) and with Roche COBAS DNA Sample
Preparation kit (Roche Diagnostics). These 40 samples were
then processed with the three assays to evaluate the influ-
ence of the extraction procedure on DNA quality and on the
interpretability of the results.

All data were finally collected and compared. The study
scheme is summarized in Fig. 1.

Table 1 Patients and

samples char i Ch istics n
Total patients 156
Evaluable Patients 132
Median age (range), years 68 (27-96)
Gender, n (%)
Male 74 (56 %)
Female 58 (44 %)
Sites, n (%)
Primary 108 (82 %)
Metastasis 16 (12 %)
Unknown 8 (6 %)
Tumor content
Range (%) (5-95 %)
Low (<20 %) (%) 39 (30 %)
High (>20 %) (%} 89 (67 %)
Unknown (%) 4(3 %)
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Fig. 1 Study design. 156
formalin-fixed paraffin
embedded mCRC tumor
specimens were selected and

(156 FEPE mCRC tumors specimens |

40 specimens randomly selected for
0f DNA extraction

processed using COBAS 4800
KRAS, TagMan PCR and HRM
PCR. In 40 randomly selected
specimens, DNA extraction
using Roche DNA preparation
sample kit and Qiagen QIAMP

II

132 evaluable 1

DNA FFPE Tissue kit was

compared

([coBaskras |

[ TeamanPcr | [ HRMPCR |

DNA extraction

Tumor specimens were macrodissected after hematoxylin eosin
slide examination by a senior pathologist to evaluate the percent-
age of tumor tissue in the sample selected for DNA extraction.

For COBAS extraction, two 5-um-thick serial sections were
cut from each paraffin block and collected in Eppendorf® vials.
DNA isolation was performed using Roche COBAS DNA
Sample preparation Kit (Roche Diagnostics, Meylan, France)
as described in the manufacturer protocol.

For 40 randomly selected specimens, DNA isolation was
performed using both the Roche COBAS DNA Sample Prep-
aration kit as described above and the QiAMP DNA FFPE
Tissue kit (Qiagen, Courtaboeuf, France). For the Qiagen kit,
five 10-um-thick serial sections were cut from each paraffin
block and collected in Eppendorf® vials. Paraffin was re-
moved by extraction with teluene and after centrifugation
the pellet was washed with ethanol, centrifuged again and
resuspended in 180 ul of tissue lysis buffer (ATL buffer,
Qiagen) and 20 pl of proteinase K. The sample was gently
mixed, incubated at 56 °C for 1 h and then at 90 °C for 1 h
under agitation. DNA was extracted with MinElute Columns
(Qiagen) according to the manufacturer’s recommendations.

Table 2 Agreement analyses between COBAS and TagMan assays

PCR TagMan

n=132 MD MND Totals
COBAS KRAS

MD 51 4 55
MND 0 77 77
Totals 51 81 132

Positive agreement: 100 % CI 95 %
[93.0 %; 100.0 %)

Negative agreement: 95.1 % CI 95 %
[88.0 %; 98.1 %)

MD mutation detected, MND mutation non detected

[ Results comparison )

For both extraction procedures, DNA was finally eluted
in a volume of 100 pl and diluted to have a final concen-
tration of 2 ng/ul for COBAS and 20 ng/ul for TagMan
PCR and HRM PCR. DNA extracts from cell lines bearing
G128 (LS123), G12V (SW620), G12C (H358), G12D
(A427), G12A (H1573) and G13D (LoVo) mutations and
DNA bearing G12R mutation were used as positive con-
trols. DNA extracted from the WiDr cell line was used as
wild type negative control. DNA concentrations were
assessed twice using a Biophotometer (Eppendorf, Ham-
burg, Germany).

COBAS 4800 KRAS

The CE-IVD marked TagMelt PCR assay COBAS 4800
KRAS (Roche Diagnostics) was used according to the man-
ufacturer’s protocol based on previously validated data [12].
Samples (50 ng of DNA) were aliquoted in 96 well plates
(Roche Diagnostics) and negative and positive controls
from the kit were added. Data were automatically processed
by COBAS software. All samples were processed once, as
recommended by the manufacturer.

TagMan PCR

TagMan allelic discrimination assay [4] was used to detect
the presence of the seven most common XRAS mutations in
mCRC (codon 12: G12D, G12V, G12C, G128, G12A,
G12R ; codon 13: G13D). Specific probes for mutated and
non-mutated alleles were labelled at their 5'-end with the
fluorescence reporter dyes FAM and VIC, respectively.
Reactions were performed in 5 ul comprising 20 ng of
DNA using 384-well plates (Roche Diagnostics), specific
primers, specific probes and TagMan Genotyping Master
Mix (Applied Biosystems) as previously described [5] using
a LC480 thermocycler (Roche Diagnostics). Data were fi-
nally analyzed using the LC480 software (Roche Diagnos-
tics). All assays were performed in duplicate.
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Table 3 Agreement analyses between COBAS and HRM assays

PCR HRM

n=92 MD MND Totals
COBAS KRAS

MD 42 5 47
MND 0 45 45
Totals 42 50 92

Positive agreement: 100 % CI 95 % [91.6 %; 100.0 %)
Negative agreement: 90.0 % CI 95 % [78.6 %; 95.7 %]

MD mutation detected, MND mutation non detected
HRM PCR

HRM analysis was performed using the L.C 480 HRM Master
kit (Roche Diagnostics) and 384 well plates (Roche Diagnos-
tics) using LC480 thermocycler (Roche Diagnostics) as pre-
viously described [8]. Forty nanograms of DNA was amplified
in a final volume of 19 ul (10 ul of Master Mix HRM LC480,
2 wl of MgCl, 25 mM, 1 ul of primers 4 uM [Eurogentec,
Seraing, Belgium] and 2 ul of water). Data were finally
analyzed using the LC480 software (Roche Diagnostics). All
assays were performed in duplicate.

Pyrosequencing

Pyrosequencing of exon 2 was performed for samples with
interassay discrepancies. For each sample, 100 ng of DNA
were amplified in duplicate, using nested PCR, and then pyro-
sequenced on a PyroMark ID system (Qiagen) according to the
manufacturer’s instructions. The nucleotide sequence was
ACTGCTGAGCGTAG for position 1 of codons 12 and 13,
and TACGACTCAGATGCGTAG for position 2 of codons 12
and 13, according to a previously described method [20].

Statistics
Kappa statistics were used to compare COBAS with TagMan

PCR and COBAS with HRM PCR. Wilson’s ellipse was used to
determine positive and negative agreement confident intervals.

Table 4 Sensitivity of the three assays

Student’s f-test was used to compare median Ct deter-
mined with the two DNA extraction assays.

Sensitivity

The sensitivity of COBAS, PCR-HRM and PCR TagMan
assays was evaluated by mixing codon 12 mutated and wild-
type DNA from cell lines (A549 as codon 12 mutated,
WIDR as wild type) at 100 %, 50 %, 25 %, 10 %, 5 %,
2,5 % and 1 % ratios. The same protocol was followed for
the determination of the sensitivity for codon 13 mutations
(LoVo as codon 13 mutated, WiDr as wild type).

Results

Of the 156 analyzed samples, 150 (96.2 %) were interpret-
able with the COBAS method, compared to 142 of 150
(94.7 %) with PCR TagMan and 92 of 120 (76.7 %) with
PCR HRM. Non-interpretable samples were analyzed a
second time, but remained so with all three methods.

No statistically significant difference was found between
COBAS and TagMan (k=0.937; p<0.001). For four cases
(3.0 %), discordant results were obtained, mainly regarding
codon 61 mutations which were not detectable using the
TagMan PCR assay for three samples. In the fourth case, a
mutation on codon 12/13 was detected using COBAS but
not with TagMan. The calculated positive agreement con-
sidering CE-IVD COBAS as reference method was 100 %
CI 95 % [93.0 %; 100 %] and the negative agreement was
95.1 % CI 95 % [88.0 %: 98.1 %] (Table 2).

No statistically significant difference between COBAS
and HRM was found (k=0.891; p<0.001). In five cases
(5.4 %), discordant results were obtained. In three cases, a
mutation on codon 61 was detected using COBAS but not
with HRM and in the two remaining discordant cases a
codon 12/13 mutations was only detected by COBAS and
TaqMan. The calculated positive agreement considering
CE-IVD COBAS as reference method was 100 % CIL 95 %
[91.6 %; 100 %) and the negative agreement was 90.0 % CI
95 % [78.6 %; 95.7 %] (Table 3).

Codon 12 Codon 13
GI12D G2V Gl12C G128 GI2A GI2R G13D
COBAS 2.5 % (1.25 ng) 2.5 % (1.25 ng)
TaqMan <1.0%(02ng) <10%(02ng) <10%(02ng) 50%(1.0ng 25%(05ng) 50%(1L.0ng) 2.5%(0.5ng)
PCR

HRM PCR 5.0 % (2.0 ng)

5.0 % (2.0 ng)

Results are expressed in % of tumoral cells and in DNA quantity in ng
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Table 5 Discrepancies study

Sample ID % of tumoral cells COBAS PCR TagMan PCR HRM Pyrosequencing
S13/3 60 Codon 61 mutation No mutation detected No mutation detected n/a

S17/3 40 Codon 61 mutation No mutation detected No mutation detected na

S817/13 60 Codon 12/13 mutation G128 mutation detected ~ No mutation detected Invalid

822/9 10 Codon 12/13 mutation  Invalid No mutation detected No mutation detected
826/9 70 Codon 61 mutation No mutation detected No mutation detected n/a

826/13 70 Codon 12/13 mutation ~ No mutation detected Mutation detected on exon 2 No mutation detected

Each sample has been run with the three assays. A fourth assay (pyrosequencing) has been used for these samples

COBAS sensitivity assays established a detection thresh-
old of 2.5 % of mutated DNA (1.25 ng) for codon 12 and
13, while for PCR TagMan this was less than 1 % of mutated
DNA (0.2 ng) for G12D, G12V and G12C mutations, 2.5 %
(0.5 ng) for G12A and G13D and 5 % (1.0 ng) for G128 and
G12R. PCR HRM sensitivity assays established a detection
threshold of 5 % of mutated DNA (2.0 ng) for codon 12 and
13 (Table 4).

An analysis of discrepant results is presented in Table 5.
Three codon 61 mutations were only detected by COBAS.
Moreover, samples presenting discrepant results between
the three assays for codons 12 and 13 were only detected
by pyrosequencing, with a 5 % sensitivity level for the
detection of KRAS mutations [20].

No statistically significant difference between the two
extraction methods was found (p=0.094; dol=39; ¢=
1.7185 € [-2.0227; +2.0227]; a=5 %) (data not shown).
Moreover, no differences were found between the mutation
results of Qiagen or Roche DNA extraction kits, regardless
of processing with COBAS, TagMan PCR or HRM PCR
(data not shown).

Discussion

KRAS mutation analysis is now mandatory, prior to choos-
ing anti-EGFR monoclonal antibody therapy cetuximab or
panitumumab, for advanced mCRC as only patients with
wild type KRAS tumors might respond [3, 5, 17, 21, 22].
The OPUS study showed that cetuximab does not improve
progression free or overall survival for patients with a mu-
tated KRAS mCRC and can even be deleterious [16, 21].

The present study addresses three key parameters impact-
ing on the efficiency of routine XRAS mutation analysis:
standardization of the assay method, its sensitivity and ca-
pability to identify the mutations.

There is no generally accepted standard method for the
determination of KRAS somatic mutations and many meth-
ods are in use. Sanger sequencing remains the gold standard
for detection of all possible mutations but has been reported
to lack in sensitivity [23]. The need for standardization hag

been underlined in a Buropean quality assurance program
which showed that 30 % of evaluated laboratories do not
correctly identify all KR4S mutations [24, 25]. The COBAS
KRAS assay is a CE-IVD validated method and might be
considered as the standard method within the limitations of
the manufacturer validation protocol. Whereas pyrose-
quencing has a sensitivity of 5 %, this method did not
confirm the results assessed with other assays. Our samples
$22/9 and S26/13 were found non-mutated with pyrose-
quencing but this does not exclude a false positive result
with COBAS or a false negative result with the other assays.
Our S22/9 sample contained 10 % tumor cells, which might
explain why the COBAS assay detected a mutation not
found with other assays. The S26/13 sample contained a
mutation in the COBAS and HRM assays but not with
pyrosequencing and TagMan. In this sample tumor hetero-
geneity, with a small percentage of cells with a mutation
different from those assessed with TagMan assay, as well as
lower sensitivity might explain why they were not detected
with TagMan and pyrosequencing. Alteratively, this sam-
ple might have contained a non-reported mutation, which

[ FFPE mCRC tumor spacimen |

([ DNAExrection (Roche kit) |

COBAS 4800 KRAS

[ No Mutation ]

Mutation Detected Mutabion Detected
Detected

Codon 61 Codon 12/13

Anti-EGFR therapy No anti-EGFR therapy
Cetuamad TagMan PCR
Pantumumab Mutation identification

Fig. 2 Proposition scheme for a routine double-step XRAS mutation
detection. The first step would be performed using COBAS CE-IVD
assay. The “identification” second step would be performed if a muta-
tion on codon 12/13 has been found at the first step
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would have been detectable only with Sanger direct
sequencing.

High sensitivity of the used KRAS mutation assay is
crucial 10 minimize the risk of false negative results in
tumor specimens with a low content of mutated DNA.
This point has been recently reported to be of crucial
importance for mCRC [26]. mCRC patients initially
reported as KRAS wild type and not responding to cetux-
imab, subsequently were found false negative because
the detection limit of the used direct sequencing method
was too high. When re-analyzed by pyrosequencing with
a lower detection limit, many tumor specimens contained
a KRAS mutation, which might explain why they did not
respond to cetuximab. The COBAS assay was designed
to detect 19 mutations of KR4S on codons 12, 13 and 61
and requires 50 ng of DNA. It has been validated on
samples containing a minimal amount of 5 % of tumor
DNA [12] but experimental assays showed a sensitivity
as low as 2.5 %. TagMan PCR was designed to detect
the seven most common mutations of codons 12 and 13
of KRAS, representing more than 98 % of all encoun-
tered mutations. This assay requires a minimal amount of
20 ng per mutation (140 ng for seven mutations) and can
detect 1 % of mutated DNA. HRM PCR requires 40 ng
of DNA for all exon 2 mutations. HRM PCR sensitivity
allows the detection of mutations in samples containing
at least 10 % of tumoral DNA.

Even though a “mutated in codon 12 and 13" result is
sufficient basis for prescribing anti-EGFR monoclonal anti-
bodies in mCRC, a growing body of evidence indicates that
different mutations might have a different impact on cetux-
imab and panitumumab efficacy. The INCa strongly recom-
mends that the KR4S mutations are identified.

Several studies suggest that addition of cetuximab to
first-line chemotherapy might add a benefit to patients
with a KRAS GI3D-mutant tumor [27]. More recently
this finding was confirmed on the retrospective OPUS
and CRYSTAL study data (17). On the other hand, a
retrospective study on a 110-patient cohort did not show
any improvement of addition of cetuximab to the treat-
ment of patients with tumors harboring G13D mutations
[28].

Mutations of codon 61 have also been described as
activating [29] and the limited available data suggest that
resistance to cetuximab might be associated with a mu-
tation on codon 61 [15, 30]. This controversy can only
be resolved through identification of KRAS mutations,
and we propose a two-step KRAS mutation detection
and identification procedure as a good, safe and easy
approach for diagnostic practice regarding KRAS muta-
tions in mCRC. The first step would be the COBAS CE-
IVD assay which accurately detects all main KRAS muta-
tions in codons 12, 13 and 61. The second step would

2 springer

then be using Tagman, allowing the identification of
codon 12 and 13 mutations as illustrated in Fig. 2.

The recent Flash-KRAS study [31] showed that in 2011
in France KRAS genotyping was reported in 23.6+
28.2 days. Our two-step proposal is fully consistent with
the guidelines of INCa which recommends the whole assay
to be completed within 2 to 3 weeks, on the basis of weekly
assay rounds.
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1.4. Analyse des exons 9 et 20 du géne PIK3CA dans les cancers du
sein par techniques PCR HRM et PCR ARMS : Corrélations avec les
criteres clinico-pathologiques

Les mutations de PIK3CA sont fréquentes dans les cancers du sein et pourraient étre la clé
pour prédire la réponse aux traitements anti-HER2 ou anti-PI3K dans cette pathologie (123). Dans les
cancers colorectaux, le role de ces mutations reste encore a 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 géne 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 facon
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 géne
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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 I'’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 maniére

spécifique les mutations E542K, E545K sur I’'exon 9 et H1047R et H1047L sur I'’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 I'exon 9 ou
I’exon 20 de PIK3CA et le grade SBR (Scarff-Bloom-Richardson) de la maladie avec une fréquence plus
élevée de mutations sur I'exon 9 chez les patientes de grade SBR | et sur I'exon 20 pour les patientes
de grades SBR Il et Ill. 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 (k=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 a
fait compatible avec I'étude de tumeurs du colon (8% de mutations du gene 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 maniere
efficace la présence de mutations sur les hotspots (exons 9 et 20) de PIK3CA et ainsi permettre de

déterminer le statut mutationnel du géne.
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Abstract. Phosphatidylinositol-3-Kinases (PI3K) are essential
for cell signaling, proliferation, differentiation and survival.
The catalytic subunit of PI3K, encoded by the PIK3CA
oncogene, is mutated in 18-45% of breast carcinomas. These
mutations, involved in tumorigenic processes, activate the
PIBK/AKT/mTOR signaling pathway. Resistance 1o anti-human
epidermal growth factor receptor, hormonal or anti-PI3K thera-
pies have been described in breast carcinomas bearing activation
of the PI3K signaling pathway. The present study reports the
evaluation of PIK3CA exon 9 and 20 mutations in 149 invasive
breast cancer cases using a validated PCR-high resolution
melting assay (PCR-HRM). An amplification refractory muta-
tion system (PCR-A RMS) using allele-specific scorpion primers
was used to detect hotspot mutations in exons 9 (¢.1624G~A and
¢.1633G~A) and 20 (¢.3140A~G and ¢.3140A~T) in 118 tumor
specimens. No correlation was observed with age at diagnosis,
histological type, hormone receptor and HER2 status. PIK3CA
exon 9 and 20 mutations were found to be related to Scarff-
Bloom-Richardson (SBR) grade with a lower rate of mutations
and a higher frequency of exon 9 mutations in SBRI and exon 20
mutations in SBRII/IIT tumors. No difference was observed
in the incidence rates of the two different mutations screened
for each exon in any subcategory. A statistically significant
correlation was found between PCR-HRM and PCR-ARMS
(k=0.845; P<0.001). PCR-A RMS was found to be more sensitive
than PCR-HRM (sensitivity 0.5 and 5-10% of mutated DNA,
respectively). We propose that PCR-HRM and PCR-ARMS can
be combined for the cost-¢ffective routine clinical identification
of PIK3CA mutations for the purpose of personalizing therapy
for invasive breast cancers.
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Introduction

Female breast cancer is the most commonly diagnosed cancer
with more than one million new cases every year and breast
cancer is one of the leading causes of cancer-related death in
women (1). The phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K) pathway
is a major signaling pathway in cells and is involved in essen-
tial cell processes such as metabolism, survival, proliferation,
growth and motility (2). Dysregulation of the PI3K pathway
occursinalarge variety of human cancers(3)andhasbeenproven
to be implicated in breast cancer development and progres-
sion (4). PI3K converts phosphatidylinositol -4, 5-bisphosphate
(PIP2) to phosphatidylinositol-3,4, 5-triphosphate (PIP3). The
phosphatase and tensin homolog (PTEN) antagonizes and
negatively regulates PI3K by converting PIP3 to PIP2 (5).

The PI3K/AKT/mTOR pathway appears to have a major
role in the response to treatment and in the development
of resistance to anticancer drugs. Overactivation of the
PI3K pathway downstream of human epidermal growth
factor receptors (HER) can be driven by mutations of
PI3K, an enzyme from the lipid kinase family involved in
cell signaling. These activating mutations occur mainly on
pl10a, the catalytic subunit of PI3K encoded by the PIK3CA
(phosphoinositide-3-kinase, catalytic, o polypeptide) gene
located on chromosome 3. P/K3CA mutations are present in
25% of breast carcinomas, and the most common activating
mutations occur on exons 9 and 20 according to the COSMIC
database (Catalogue Of Somatic Mutations in Cancer
Database, Wellcome Trust Genome Campus, Hinxton,
Cambridge; accessed June 2012; http://www.sanger.ac.uk).
More precisely, ES42K (¢.1624G~A, p.Glu542Lys), ES45K
(c.1633G~A, p.Glu545Lys) in exon 9and H1047R (¢.3140A~G,
p.-His1047Arg), H1047L (c.3140A~T, p.His1047Leu), repre-
sent more than 90% of the mutations encountered in breast
carcinomas. These four mutations have been shown to have
an oncogenic role in breast cancers (6-9).

Recent studies have shown that PI3K may be implicated in
the resistance of breast cancers to anti-estrogen therapy agents
(10,11), anti-HER?2 tyrosine kinase inhibitor (lapatinib) (12)
and anti-HER2 monoclonal antibody (trastuzumab) (5,11,13).
Mutations of PIK3CA and loss of the PTEN protein are keys
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Table I. Relationship between the PIK3CA mutation status analyzed using PCR-HRM and main standard clinicopathological and

biological characteristics of the breast cancer cases.

No. of patients (%)

Total/class PIK3CA wild-type PIK3CA mutated P-value*
Total 118 (100.0) 88 (72.5) 30(27.5)
Age at diagnosis (years)
=50 36 (30.5) 26 (72.28 10 (27.8) 0.873
=50 82 (69.5) 62 (75.6) 20 (24.4)
Tumor histology
Ductal 102 (86.4) 73 (71.6) 29 (28.4) 0.137
Lobular 15 (127 14 (93.3) 1 6.7
Others 1 (08 1 (100.0) 0 (0.0)
Estrogen receptor (ER) « status”
Positive 94 (81.7) 71 (75.5) 23 (24.5) 0.910
Negative 21 (19.3) 15 (71.4) 6 (28.6)
Progesterone receptor (PR) status”
Positive 74 (64.3) 57 (7T7.0) 17 (23.0) 0.603
Negative 41 (357 29 (70.7) 12 (29.3)
HER?2 status”
Positive® 12 (104 9 (75.0) 3(25.0) 1.000
Negative 103 (89.6) 77 (74.8) 26 (25.2)
Hormone receptor (HR) status®?
Positive 95 (82.3) T2 (75.8) 23 (24.2) 0.796
Negative 20 (27D 14 (70.0) 6 (30.0)
Combined HER and HR status®
HER2*/HR" 8 (7.0) 7 (87.5) 1(12.5) 0.575
HER2/HR* 87 (7.6) 65 (74.7) 22 (25.3)
HER27HR 4 (3.5 2 (50.0) 2(50.0)
HER2/HR 16 (13.9) 12 (75.0) 4(25.0)
SBR grade®
1 14 (11.9) 8 (57.1) 6 (42.9) 0.050
11 56 (47.5) 39 (69.6) 17 (30.4)
i 48 (40.7) 41 (854 7 (14.6)

¢ or Fisher's exact test. "Information available for 115 patients. “HER2 (3+) by immunohistochemistry or FISH-positive; “HR®, ER* and/or
PR*; HR', ER and PR *Scarff-Bloom-Richardson classification. ‘Refers to the total population. #Refers to the population of each category.

factors in the development of resistance to these drugs (14-16),
Moreover, lapatinib and trastuzumab resistance can occur
in HER2-amplified breast cancers bearing a PIK3CA muta-
tion (5,14,15). HER2 overexpression in breast cancers is present
in 15-25% of tumors (17,18). Approximately 75% of the breast
cancers express estrogen receptors and/or progesterone recep-
tors and a relationship between anti-estrogen resistance and
activation of the PI3K pathway has recently been found (11).
These new findings imply that the PI3K pathway may be an
important target for novel targeted therapies.

New anti-PI3K and anti-mTOR drugs are currently under
development (19,20) for breast cancer treatment. Activation of
the PIBK/AKT pathway and overexpression of PI3K may play
a major role in the use of new therapeutic schemes, and identi-

fication of PIK3CA mutations could be a major biomarker for
predicting the response to these new therapies.

In light of these issues, there is a huge interest in devel-
oping rapid, reliable and sensitive methods that can be used
for clinical routine detection of PIK3CA mutations in breast
tumors. In the present study, we used a polymerase chain
reaction (PCR)-high resolution melting assay (HRM) and
a PCR-amplification refractory mutation system (A RMS)
to analyze alcohol-formalin-acetic acid (AFA)-fixed
paraffin-embedded breast tumor specimens. PCR-HRM is a
cost-effective post-PCR method that enables the identification
of alterations in single nucleotides, i.e., mutations through
the analysis of thermal denaturation of double-stranded
DNA. PCR-ARMS is a powerful mutation-specific real-time
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Table I1. Relationship between PIK3CA mutation status analyzed using PCR-ARMS and the main standard clinicopathological

and biological characteristics of the breast cancer cases.

No. of patients (%)

Total/class PIK3CA wild-type PIK3CA mutated P-value®
Total 149 (100.0) 122 (81.9) 27 (18.1)
Age at diagnosis (years)
=50 48 (30.5f 36 (72.2) 12 (27.8) 0.202
=50 101 (69.5) 86 (75.6) 15(24.4)
Tumor histology
Ductal 127 (85.2) 102 (71.6) 25 (284 0.521
Lobular 19 (12.8) 17 (93.3) 2 (6.7
Others 3 (20 2 (66.7) 1(333)
Estrogen receptor (ER) a status®
Positive 113 (8L.7) 93 (75.5) 20 (24.5) 0.981
Negative 30 (19.3) 24 (71.4) 6 (28.6)
Progesterone receptor (PR) status®
Positive 88 (64.3) 71 (77.0) 17 (23.0) 0.823
Negative 55 357 46 (70.7) 9(29.3)
HER2 status®
Positive® 19 (10.4) 16 (75.0) 3(25.00 1.000
Negative 124 (89.6) 101 (74.8) 23 (252
Hormone receptor (HR) status®?
Positive 115 (82.3) 95 (75.8) 20 (24.2) 0.823
Negative 28 (27.7) 22 (70.0) 6 (30.0)
Combined HER and HR status®
HER27HR* 13 (7.0 12 (87.5) 1(12.5) 0.593
HER2/HR* 102 (7.6) 83 (74.7) 19 (25.3)
HER2'/HR 6 (3.5 4 (50.0) 2 (50.0)
HER2/HR 22 (13.9) 18 (75.0) 4 (25.0)
SBR grade®
1 14 (11.9) 7 (57.1) 7 (42.9) 0.004
11 67 (47.5) 55 (69.6) 12 (30.4)
1 64 (40.7) 56 (85.4) 8(14.6)

** or Fisher's test. *Information available for 143 patients. ‘HER2 (3+) by immunohistochemistry or FISH-positive; *HR*, ER* and/or PR*;
HR', ER and PR". “Scarff-Bloom-Richardson classification. ‘Refers to the total population. *Refers to the population of each category.

PCR-based technique combining ARMS and a bi-functional
fluorescent probe/primer molecule (Scorpion).

The present study evaluated the relationship between
PIK3CA exon 9 and 20 mutations and conventional clini-
copathological criteria and compared the sensitivity of the
two techniques by examining the correlation of the results
achieved using both methods. The final goal was to validate
a double technique approach, ensuring a cost-effective, rapid
process yielding a high quality level of analysis, according to
the recommendations of the French National Cancer Institute
(INCa) for clinical routine analysis of mutations in tumors in
a treatment-choosing process. In such a context, PCR-HRM
could be proposed to determine the PIK3CA mutational status
yielding binary results (mutated or wild-type) and PCR-ARMS-
Scorpion to accurately identify the four main hotspot mutations
of PIK3CA.

Patients and methods

Population. One hundred and forty-nine invasive breast
carcinoma tumor specimens, from patients diagnosed
between 2008 and 2009, were retrospectively included
in this study. All specimens were collected as AFA-fixed
paraffin-embedded tissues from our institutional Biobank.
The tumor characteristics of this population were consistent
with literature data regarding mean age at diagnosis, histo-
logical type (ductal and lobular), Scarff-Bloom-Richardson
(SBR) grade as well as hormone receptor and HER?2 status
(Tables I and I1). According to the Biobank procedure of our
institute, all women involved in this study were informed
that their tumor samples might be used for research
purposes and had the opportunity to decline. No opposition
was expressed.
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DNA extraction. For each tumor specimen, hematoxylin and
eosin slide analysis was conducted by a pathologist to ensure
a minimum of 20% tumor tissue content as recommended
in previous studies (21). Selected areas were macrodissected
and 5 10-pm serial sections were cut from each paraffin
block and collected in RNAase DNAase-free vials (SafeSeal
Microcentrifuge Tubes, Sorenson Biosciences, Salt Lake City,
UT, USA). Paraffin was removed by extraction with toluene
(VWR BDH Prolabo, Fontenay Sous Bois, France) and centri-
fuged. DNA isolation was performed using the QlAamp DNA
FFPE tissue kit (Qiagen, Courtaboeuf, France) protocol. The
pellet was washed with ethanol, centrifuged and resuspended
with 180 gl of tissue lysis buffer (ATL buffer; Qiagen) and
20 pl of proteinase K (Qiagen). The sample was then gently
mixed, incubated at 56°C for 1 hand at 90°C for 1 hunder agita
tion. DNA was extracted with MinElute Columns (Qiagen) as
recommended by the manufacturer. The nucleic acids were
eluted in a volume of 100 yl. Final concentration of eluates,
ranging from 33.6 to 729.0 ng/ml, were suitable for PCR-HRM
and PCR-ARMS analyses (Table I11I). DNA extracts from
cell lines bearing ES42K (Cal51), E545K (MCF7), H1047R
(HCT116) and H1047R (SUM159PT) PI3-kinase mutations
were used as positive controls. DNA extracted from the
MDA231 cell line was used as a wild-type negative control.
DNA quality was controlled using agarose gel electrophoresis
with GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) as
the control housekeeping gene. Only DNA with no degrada-
tion was used. DNA concentrations were determined using a
Bio-photometer (Eppendorf, Hamburg, Germany).

PCR-HRM. HRM analysis was performed using the
LightCycler 480 Real-Time PCR system (Roche Diagnostics,
Meylan, France) and the LightCycler 480 HRM Master kit
(Roche Diagnostics) in 384-well plates (Roche Diagnostics).
Twenty micrograms of DNA was amplified in a final volume
of 20 pl. All data and melting curves were analyzed using
LightCycler SW v. 1.5.0.39 software (Roche Diagnostics).
One mix was prepared for each exon. For each sample, 10 yd
of Master Mix (Roche Diagnostics), 2.8 ul of MgCl, 25 mM,
PCR-quality grade water and 1 pl of the primers (forward and
reverse) were added. Eighteen microliters of mix was added to
each well, and 2 pd of the sample was used for the analysis. One
set of primers were used for each of the PIK3CA exons 9 and
20. All primers were designed as previously described (22).

PCR-HRM was divided into different phases: a phase of
pre-incubation (10 min at 95°C) was followed by 45 cycles of
classic PCR (10 sec at 95°C, a temperature decrease from 60
to 54°C by 0.5°Cleycle in 15 sec and, finally, 10 sec at 72°C).
The PCR phase was followed by the high resolution melting
phase which consisted of 1 min at 95°C, 1 min at 40°C and a
temperature increase by 0.2°C/sec from 65 to 95°C. A cooling
phase of 1 min at 40°C was finally performed.

PCR-ARMS. ARMS analysis was performed using the
LightCycler 480 Real Time PCR system (Roche Diagnostics)
in 384-well plates. Eighty micrograms of DNA was ampli-
fied in a final volume of 20 gl. Data and fluorescence curves
were analy’ed using LightCycler SW v. 1.5.0.39 software.
All primers were designed as previously described (23).
One mix was made for each tested mutation and all samples

were proceeded as simplex. For each sample, 0.06 ul of Hot
Diamond Taq polymerase (Eurogentec, Angers, France) was
added together with 2 pl of reaction buffer 10X (Eurogentec),
3.2 pul of MgCl, 25 mM (Eurogentec), 0.4 pl of ANTP 10 mM
(Eurogentec), PCR-quality water, 0.8 gl of ARMS primers
6.25 M (Eurogentec) and 0.8 yl of Scorpion primers 6.25 yM
(ATD Bio, Southampton, UK). Eighteen microliters of mix
was added to each well, and 2 pl of the sample was used
for the analysis. The mix for exon 9 mutations contained
ARMS control primers for exon 15, specific ARMS primers,
respectively, of ES42K and E545K mutations and exon 9 and
15 specific Scorpion primers. The mix for exon 20 mutations
contained ARMS control primers for exon 15, specific ARMS
primers, respectively, of H1047R and H10471. mutations and
exon 20 and 15 specific Scorpion primers.

Sensitivity. The sensitivity of PCR-HRM and PCR-ARMS
was evaluated by mixing mutated and wild-type DNA from
the cell lines at 50, 25, 10, 5, 2, 1 and 0.5% ratios.

Statistical analysis. The significance of the concordance of
mutation detection using the two methods was assessed using
« statistics. k=>0.8 was considered as indicative of significance
to conclude that both methods provide similar results. The 3’
test was also used to compare mutation frequencies with those
obtained from the literature. y* and Fisher's exact tests were
used to test for differences between classes of patients and
tumors based on clinical, pathological and biological charac-
teristics. Limit of statistical significance was set at P<0.05.

Results

Mutation analysis using PCR-HRM. One hundred and eighteen
specimens were analyzed using PCR-HRM (Table I). PIK3CA
mutations (exons 9 and 20) were detected in 30 (27.5%) of
the specimens. No correlation was found regarding patient
age (=50 or =50 years), ductal or luminal type, estrogen and
progesterone status (alone or combined as hormonal receptor
status), HER?2 status, and for the four subtypes identified as
HER2'HR', HER2HR, HER2/HR" and HER2'/HR' (triple
negative).

PIK3CA mutations were found to be correlated with SBR
grade (P=0.050) with a lower mutation rate noted in the highest
grades. Regarding the frequency of exon 9 and 20 mutations,
a low rate of exon 9 mutations was observed in SBR grade 111
tumors (P=0.025) while no difference was observed for the
exon 20 mutation rate. Exon 9 mutations were found to be more
frequent in SBR grade [ tumors while exon 20 mutations were
predominantly observed in SBR grade I and IIT tumors.

Mutation analysis using PCR-ARMS. One hundred and forty-
nine specimens were analyzed using PCR-ARMS (Table II).
PIK3CA mutations (exons 9 and 20) were detected in 27
(18.1%) specimens. No difference was found regarding patient
age (=50 or =50 years), ductal or luminal type, estrogen and
progesterone status (alone or combined as hormonal receptor
status), HER2 status, and for the four subtypes (HER2'/HR',
HER2'/HR, HER2/HR" and HER2/HR, i.e, triple negative).
As with PCR-HRM, P/IK3CA mutations were found to be
related with SBR grade (P=0.004) with a lower mutation rate
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Table I11. Contingency table of the 102 samples analyzed by combined PCR-HRM and PCR-ARMS assays.

Sample
no.

Lol IR e LY T S S

51

Sample DNA
concentration (ng/pl)

336
61.2
95.9
64.3
105.2
164.4
71.1
69.8
95.6
399
68.7
60.7
62.0
108.0
162.7
319.9
221.4
109.7
146.3
2013
1993
2247
355
201.2
175.8
104.6
2114
662.0
457.8
2233
199.8
68.0
122.1
2324
2524
1553
75.0
486.5
164.2
204.1
124.4
291.3
206.5
67.6
96.4
26.9
99.5
41.4
1278
184.0
86.9
499.3

PCR-HRM

PCR-ARMS

Test result

Mutation not detected
Mutation not detected
Mutation detected
Mutation not detected
Mutation not detected
Mutation not detected
Mutation detected
Mutation not detected
Mutation not detected
Mutation not detected
Mutation not detected
Mutation detected
Mutation not detected
Mutation not detected
Mutation detected
Mutation not detected
Mutation detected
Mutation not detected
Mutation not detected
Mutation not detected
Mutation not detected
Mutation not detected
Mutation not detected
Mutation not detected
Mutation detected
Mutation not detected
Mutation not detected
Mutation detected
Mutation not detected
Mutation not detected
Mutation not detected
Mutation not detected
Mutation not detected
Mutation not detected
Mutation detected
Mutation detected
Mutation not detected
Mutation not detected
Mutation not detected
Mutation not detected
Mutation detected
Mutation not detected
Mutation not detected
Mutation detected
Mutation detected
Mutation detected
Mutation not detected
Mutation detected
Mutation not detected
Mutation not detected
Mutation not detected
Mutation not detected

Mutation result

N/A
N/A
Exon 20
N/A
N/A
N/A
Exon 9
N/A
N/A
N/A
N/A
Exon 9
N/A
N/A
Exon 9
N/A
Exon 20
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
Exon 20
N/A
N/A
Exon 9
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
Exon 20
Exon 20
N/A
N/A
N/A
N/A
Exon 9
N/A
N/A
Exon 9
Exon 20
Exon 20
N/A
Exon 9
N/A
N/A
N/A
N/A

Test result

Mutation not detected
Mutation not detected
Mutation detected
Mutation not detected
Mutation not detected
Mutation not detected
Mutation detected
Mutation not detected
Mutation not detected
Mutation not detected
Mutation not detected
Mutation not detected
Mutation not detected
Mutation not detected
Mutation not detected
Mutation not detected
Mutation not detected
Mutation not detected
Mutation not detected
Mutation not detected
Mutation not detected
Mutation not detected
Mutation not detected
Mutation not detected
Mutation detected
Mutation not detected
Mutation not detected
Mutation detected
Mutation not detected
Mutation not detected
Mutation not detected
Mutation not detected
Mutation not detected
Mutation not detected
Mutation detected
Mutation detected
Mutation not detected
Mutation not detected
Mutation not detected
Mutation not detected
Mutation not detected
Mutation not detected
Mutation not detected
Mutation detected
Mutation detected
Mutation detected
Mutation not detected
Mutation not detected
Mutation not detected
Mutation not detected
Mutation not detected
Mutation not detected

Mutation result

N/A
N/A
¢.3140A -G
N/A
N/A
N/A
¢.1624G~A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
¢.31401-T
N/A
N/A
¢.1633G~A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
¢.31401-T
c.3140A-G
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
¢.1633G~-A
c.3140A -G
¢.31401-T
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
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Table 111. Continued.

PCR-HRM PCR-ARMS
Sample Sample DNA
no. concentration (ng/pl) Test result Mutation result Test result Mutation result
53 188.5 Mutation not detected N/A Mutation not detected N/A
54 140.1 Mutation not detected N/A Mutation not detected N/A
55 3574 Mutation not detected N/A Mutation not detected N/A
56 252.5 Mutation detected Exon 20 Mutation detected ¢.3140A~G
57 211.7 Mutation not detected N/A Mutation not detected N/A
58 213.5 Mutation not detected N/A Mutation not detected N/A
59 230.3 Mutation detected Exon 20 Mutation detected ¢.3140A -G
60 227.3 Mutation detected Exon 9 Mutation not detected N/A
61 729.0 Mutation not detected N/A Mutation not detected N/A
62 144.4 Mutation not detected N/A Mutation not detected N/A
63 2023 Mutation not detected N/A Mutation not detected N/A
64 45.6 Mutation not detected N/A Mutation not detected N/A
65 154.0 Mutation not detected N/A Mutation not detected N/A
66 301.8 Mutation detected Exon 20 Mutation detected ¢.31401-T
67 1787 Mutation not detected N/A Mutation not detected N/A
68 151.5 Mutation not detected N/A Mutation not detected N/A
69 543.7 Mutation not detected N/A Mutation not detected N/A
70 70.3 Mutation detected Exon 9 Mutation detected c.1624G~A
71 179.8 Mutation not detected N/A Mutation not detected N/A
72 202.1 Mutation not detected N/A Mutation not detected N/A
73 2449 Mutation detected Exon9 Mutation detected ¢.1633G~A
74 130.5 Mutation not detected N/A Mutation not detected N/A
75 256.0 Mutation not detected N/A Mutation not detected N/A
76 90.2 Mutation not detected N/A Mutation detected ¢.1624G>A
77 302.6 Mutation not detected N/A Mutation not detected N/A
78 138.8 Mutation not detected N/A Mutation not detected N/A
79 117.0 Mutation not detected N/A Mutation not detected N/A
80 130.9 Mutation not detected N/A Mutation not detected N/A
81 120.6 Mutation not detected N/A Mutation not detected N/A
82 1494 Mutation not detected N/A Mutation not detected N/A
83 221.2 Mutation detected Exon 20 Mutation detected ¢.3140A -G
84 107.8 Mutation detected Exon9 Mutation detected c.1624G~A
85 166.1 Mutation not detected N/A Mutation not detected N/A
86 2772 Mutation not detected N/A Mutation not detected N/A
87 111.1 Mutation not detected N/A Mutation not detected N/A
88 81.1 Mutation not detected N/A Mutation not detected N/A
89 170.2 Mutation not detected N/A Mutation not detected N/A
90 2526 Mutation not detected N/A Mutation not detected N/A
91 127.9 Mutation detected Exon 20 Mutation detected ¢.3140A~G
92 1023 Mutation not detected N/A Mutation not detected N/A
93 111.9 Mutation not detected N/A Mutation not detected N/A
94 306.6 Mutation not detected N/A Mutation not detected N/A
95 96.3 Mutation detected Exon 20 Mutation detected ¢ 3140A-G
96 88.7 Mutation not detected N/A Mutation not detected N/A
97 122.6 Mutation detected Exon 20 Mutation detected ¢.3140A -G
98 2229 Mutation not detected N/A Mutation not detected N/A
99 1944 Mutation detected Exon 9 Mutation detected c.1624G~A
100 44.5 Mutation not detected N/A Mutation not detected N/A
101 1853 Mutation detected Exon 20 Mutation netected ¢.3140A~G
102 127.3 Mutation detected Exon9 Mutation detected ¢.1624G~A

Discordant results are highlighted in bold. N/A, not applicable.
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Table IV. Frequencies of mutations detected with combined
PCR-ARMS and PCR-HRM assays.

Table V1. Limits of sensitivity of PCR-HRM and PCR-ARMS
assays.

Nucleotide Protein No.of Relative Total Nucleotide Protein Sensitivity DNA
change change samples (%) (%) change change (%) quantity (ng)
PCR-ARMS PCR-HRM
Exon 9 Exon 9 Not available 5 1.0
¢.1624G~A E5342K 6 26.1 59 Exon 20 Not available 10 2.0
¢.1633G~A  ES545K 3 13.0 29 PCR-ARMS
Exon 20 Exon 9
¢.3140A~-G  HI1047R 10 43.5 9.8 ¢.1624G-A E542K 0.5 08
¢.31401-T  H1047L 4 17.4 39 ¢.1633G~-A  E545K 0.5 08
Total 23 100.0 225 Exon 20
PCR-HRM ¢3140A-G  HI047R 0.5 0.8
Exon 9 Not available 13 46.4 12.8 ¢.31401-T H1047L 0.5 0.8
Exon 20 Not available 15 53.6 14.7
Total 28 100.0 27.5

Table V. Summary of the results achieved with combined
PCR-HRM and PCR-ARMS assays.

PCR-HRM
Mutated Wild-type Total
PCR-ARMS
Mutated 22 1 23
Wild-type 6 73 79
Total 28 74 102

in the highest grades. Regarding the frequency of exon 9 and
20 mutations, a lower rate of exon 9 and exon 20 mutations was
observed in SBR grade III tumors (P=0.009). Again, exon 9
mutations were found to be predominant in SBR grade I
tumors (5/7) while exon 20 mutations were predominantly
observed in SBR grade 11 and I1I tumors (13/20).

Comparative analysis of PCR-HRM and PCR-ARMS. One
hundred and two breast tumor samples (Table I11) were
analyzed using both PCR-HRM and PCR-ARMS. PIK3CA
mutations were detected (Table I'V) in 28 tumors (27.5%) when
PCR-HRM was used and 23 (22.5%) when PCR-ARMS was
used.

Among the 28 mutated tumors (Table 1V), PCR-HRM
results showed that 13 (46.4%) carried a mutation on e¢xons 9
and 15 (53.6%) on exon 20.

Among the 23 samples in which a mutation was detected
using PCR-ARMS assay (Table 1V), 9 (39.1%) carried a muta-
tion in exon 9, identified as ¢.1624G~+A in 6 cases (26.1%) and
as ¢.1633G~A in the 3 others (13.0%). Among the remaining
14 (60.9%) specimens identified as mutated in exon 20, 10
(43.5%) carried the ¢.3140A~G and 4 (17.4%) the ¢.3140A~T
mutation. No sample was found with mutations in both exons 9
and 20 with any of the assays.

Sensitivity. The analytical sensitivity of each assay was evalu-
atedfrom dilutionof DNA extracted from PIK3CA-mutated cell
lines into DNA from PIK3CA wild-type cell lines (MDA 231)
from 0.5 to 50%. PCR-HRM was able to discriminate a dilu-
tion corresponding to 5% of exon 9 mutated DNA and 10%
of exon 20 mutated DNA (Fig 1, Table VI). PCR-ARMS was
able to discriminate a DNA dilution corresponding to 0.5% of
¢.1624G-A, 0.5% of ¢.1633G+A, 0.5% of ¢.3140A~G and 0.5%
of ¢.3140A-~T mutated DNA (Fig 2, Table VI).

Results obtained using PCR-ARMS and PCR-HRM
(Table V), were found to be statistically comparable (k=0.845,
P<0.001). Contingency table is shown in Table I11.

No statistical difference in the frequencies of PIK3CA
mutations was found between results achieved with any of the
two assays and data from Sanger database.

Discussion

Recent studies have shown that PIK3CA mutations play a
major role in resistance to trastuzumab or lapatinib (5) or
to hormonal therapy (11,13) of breast carcinomas and could
represent a potent response predictive marker for PI3-kinase-
and mTOR-targeted therapies (24) and be used as a
treatment-choosing parameter. P/K3CA mutations are mostly
located within exons 9 and 20 and four hotspots (¢c.1624G-A,
¢.1633G~A, ¢.3140A~G and ¢.3140A~T) represent more than
90% of all mutations. Although the prognostic value of PIK3CA
mutations in breast cancer remains controversial, in a recent
evaluation of 2587 breast cancers cases from 12 independent
studies, Dumont et al (24) reported a more favorable clinical
outcome in patients with P/K3CA mutated tumors and that
improved prognosis may pertain only to patients with a muta-
tion in the kinase domain of pl10«a and to post-menopausal
women with estrogen-positive cancers.

The relative prognostic value of exon 9 vs. 20 mutations
also remains controversial. Barbareschi er al (25), found that
exon 9 mutations have a negative prognostic value while
exon 20 mutations were associated with favorable outcome
while Lai er al (26) reported exon 20 mutations as associ-
ated with poor prognosis. Furthermore, Lerma et al (27)
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reported a decrease in survival in PIK3CA exon 20-mutated
and HER2-positive patients. This study was retrospective and
was based on a small number of cases (only 6 patients in the
exon 20-mutated PIK3CA and HER2-positive group) and was
never confirmed prospectively. Finally, in a larger series of
patients, Cizkova et al (28) did not find any difference between
exon 9- and exon 20-mutated tumors regarding metastasis-
free survival. Using immunohistochemistry, Aleskandarany
et al (29) reported that PIK3CA protein expression in invasive
breast cancer was associated with poor prognosis.

The frequencies of PIK3CA mutations reported here, with
PCR-HRM and PCR-ARMS, respectively, are fully consistent
with COSMIC database values and previously published
results reporting 18-40% of PIK3CA mutations in breast
tumors (7,26,30-33),

In the present series, with a relatively limited number
of cases, no significant correlation was observed between
PIK3CA mutations and several clinical and histopathological
criteria. Concerning the age at diagnosis, a higher PIK3CA
mutation rate was noted in older patients (34) that was not
observed in other series (25,26,28). The same is true for the
histological type of breast cancer, when comparing ductal and
lobular types. Some studies reported PIK3CA mutations to
be more frequently observed in ductal than in lobular carci-
nomas (25,28,34) while others did not (35).

Although it has been reported that PIK3CA mutations are
related to hormone receptor and HER2 status (28 34), this issue
still remains controversial since no correlation between PIK3CA
mutations and hormonal status has been observed (25,36,37)
similarly to the results of the present study, orlimited to estrogen
receptor status, but not to progesterone receptor status (35).
Similar findings have been found concerning the correlation
between PIK3CA mutations and HER? status (28,34) but again
are controversial in other series (25,35) or observed when HER2
is determined using immunohistochemistry but not FISH (37).
A higher frequency of PIK3CA mutation has also been noted
in low SBR grade tumors similarly to the observation in the
present series and consistently with other studies (28,34) but
contrary with others (35).

All these discrepancies among the different studies could
probably be explained by the relatively limited number of cases
that were analyzed and the different techniques that were used
for PIK3CA mutation analysis with different sensitivity limits,
This also probably explains why a large range of mutation rates
were reported. This point clearly justifies that consideration
should be given to the validation and especially the endpoints
and sensitivity limits of the assays that are routinely used.

Combining PCR-HRM and PCR-ARMS assays, several
discrepancies were observed between the two techniques in
6 (5.9%) samples. All were identified as PIK3CA wild-type
using PCR-ARMS and mutated using PCR-HRM; 5 samples
with mutations on exon 9 and 1 sample with mutation on
exon 20. Because our PCR-ARMS assay was designed to
specifically, but only, identify the four main PIK3CA muta-
tions (¢.1624G A, ¢.1633G~A, ¢.3140A~G and ¢.3140A-T), it
is obvious that the 6 discordant cases should bear other muta-
tions on exon 9 or 20, that were only detected using PCR-HRM
whichis an exon-specific method, able to detect all the somatic
mutations on the entire exon 9 and 20. Exon 9 and 20 muta-
tions, not located in the four main hotspots, were reported to

represent approximately 10% of all exon 9 and 20 mutations in
breast cancers (28). Our data were consistent with these values.
In the present series, this rate of PIK3CA mutations, differing
from the four main mutations identified by PCR-ARMS was
found to be consistent with data recently reported in breast
cancer (28).

Direct Sanger sequencing of these samples could confirm
the hypothesis that they may carry another mutation but the
lack of sensitivity of Sanger sequencing (approximately 20%
mutant DNA) could be not discriminatory between a false-posi-
tive with HRM or a false-negative with sequencing (38).

The PCR-HRM and PCR-ARMS assays used here are
highly sensitive, able to detect as low as 5% of mutated DNA for
exon 9 (2.0 ng) and 10% for exon 20 (4.0 ng) and 0.5% (0.8 ng)
of mutated DNA. The PCR-ARMS assay is more sensitive
than pyrosequencing-based assay as previously described (38)
and which was able to detect 5% of mutated DNA and even
higher than another PCR-ARMS assay as previously reported
(5 ng) (23). This high sensitivity could be explained by the high
specificity of the primers used for this technique.

High sensitivity assays are required for routine analysis of
mutations in clinical specimens. Recent results (39) achieved
in colon cancer using KRAS mutation analysis, reported that
sequencing was not sensitive enough to provide clinically
relevant results yielding two many false-negative results. The
authors recommended the use of more sensitive techniques
with a detection limit approximating 1-2% to overcome this
problem.

In conclusion, the present study highlighted the potential of
PCR-HRM- and PCR-ARMS-based assays for the evaluation
of the PIK3CA mutation status in breast cancers. No correla-
tion was observed with patient age at diagnosis, histological
type, hormone receptor and HER2 status, PIK3CA exon 9
and 20 mutations were found to be related to Scarff-Bloom-
Richardson (SBR) grade with a lower rate of mutations and
a higher frequency of exon 9 mutations in SBRI and exon 20
mutations in SBRII/ITI tumors. No difference was observed in
the frequency of the two different mutations screened for each
exon in any subcategory. Thus, we propose to use a combina-
tion of both assays, with a screening of full exon 9 and 20 using
PCR-HRM and further identification of the four main muta-
tions using PCR-ARMS. Following analysis of our data, using
such a procedure would have led to only one false-negative
result (<1%) which is quite satisfactory. Combining these two
assays should represent a cost-effective rapid procedure that
provides highly reliable results that are fully consistent with
the attempts of practitioners in view of personalizing therapy
for invasive breast cancers.
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lll. Importance de la validation selon la norme ISO 15 189 pour le
passage de la recherche a la routine diagnostique

Le passage de la démarche expérimentale a la routine est souvent tres rapide dans les
plateformes de génétique moléculaire. En effet, il y a une volonté de I'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 a l'organisation des soins en France, I'accréditation des laboratoires de biologie
médicale est rendue obligatoire selon la norme I1SO 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 a visée théranostique doivent appliquer la loi et répondre aux

exigences de la norme I1SO 15 189 pour obtenir leur accréditation.

C'est dans ce cadre que deux études ont été publiées. Ces deux articles décrivent |'adaptation des
référentiels émis par le COFRAC ainsi que la méthodologie appliquée pour la validation de techniques
de biologie moléculaire, a savoir I’extraction et le dosage des acides nucléiques extraits de fragments
tumoraux fixés au formol et inclus en paraffine et la recherche de mutation du gene KRAS par
méthode de PCR TagMan. Ce chapitre correspond au deuxieme objectif de ce travail, préalable lui

aussi a I'assurance de résultats de qualité pour la partie suivante plus expérimentale.
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.1. Validation de méthode selon la norme ISO 15189 et le SH GTA 04 :
Application a I’extraction et au dosage quantitatif de ’ADN par méthode
spectrophotométrique

La réalisation d’un génotypage requiert I'extraction de I’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 ’ADN tumoral (Harlé A., Lion M., Husson M., Dubois C., Merlin J.L.
Validation de méthode selon la norme I1SO 15189 et le SH GTA 04 : Application a I'extraction et au
dosage quantitatif de ’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 a ces
techniques trés 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’étre accrédités pour au moins 50% de leur activité avant fin Octobre 2016. L’extraction de ’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 maniere fiable I’ADN tumoral contenu
dans des prélevements parfois de mauvaise qualité. La fixation au formol, voire a d’autres fixateurs

comme I'AFA (acide acétique, Formol, alcool) réduit considérablement la qualité des ADN, aussi il est
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important de pouvoir I'extraire de maniére correcte. D’autre part, le dosage par spectrophotométrie
permet de s’assurer que la quantité d’ADN contenue dans |'échantillon est suffisante pour un

génotypage.

Matériel & Méthode

Nous avons procédé a la validation de méthode d’extraction d’ADN a 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 ceuvre de cette validation de méthode a permis de valider I'extraction de I’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 parameétres 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 précédent 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 ceuvre

avant le génotypage. La validation de I'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 I’ADN extrait des tissus fixés et inclus en paraffine.
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Résumé. Selon la 1égislation relative a la biologie médicale du 16 janvier
2010, tous les laboratoires de biologie médicale doivent &tre accrédités selon
la norme ISO 15189 pour au moins 50 % de leur activité avant fin 2016. Une
des étapes critique en biologie moléculaire et plus précisément en génétique
aussi bien somatique que constitutionnelle, consiste en 1'extraction de I"’ADN
depuis un échantillon d’intérét, qu’il soit solide ou liquide. I.”ADN extrait doit
ensuite répondre A un certain nombre de critéres de qualité et également étre
en concentration suffisante pour permettre la réalisation des examens de biolo-
gie moléculaire comme la détection de mutations somatiques par exemple. Cet
article décrit, & titre d’exemple, la validation de I’extraction et de la purification
d’ ADN par méthade d’extraction sur colonne, puis de son dosage quantitatif par
méthode spectrophotométrique, selon la norme ISO 15189 et le guide technique
d’aceréditation de santé humaine du Cofrac SH-GTA-04.

Mots clés : accréditation, ISO, extraction, ADN

AbstractisAccording to the French legislation on medical biology (January
16th, 2010)%,.all biological laboratories must be accredited according to
ISO 15189 for at least 50% of their activities before the end of 2016. The
extraction of DNA from a sample of interest, whether solid or liquid is one of
the critical steps in molecular biology and specifically in somatic or constitu-
tional genetic. The extracted DNA must meet a number of criteria such quality
and also be in sufficient concentration to allow molecular biology assays such
as the detection of somatic mutations. This paper describes the validation of
the extraction and purification of DNA using chromatographic column extrac-
tion and quantitative determination by spectrophotometric assay, according to
ISO 15189 and the accreditation technical guide in Human Health SH-GTA-04.

Key words: certification, DNA, ISO 15189, extraction

Selon lalégislation relative 4 la biologie médicale du 16 jan-
vier 2010, tous les laboratoires de biologie médicale (LBM)
doivent étre accrédités selon la norme ISO 15189 [1, 2]. 1l
est ainsi demandé aux LBM d’avoir au moins 50 % de leurs
examens accrédités avant fin 2016, 70 % avant fin 2018 et
100 % avant fin 2020.

Tirés a part : A. Harlé

Selon le document « portées types d’aceréditation — SH
INF 50 » [3] édité par le Comité francais d’accréditation
(Cofrac) les examens de biologie moléculaire font partie
intégrante de la biologie médicale et sont également concer-
nés par ces obligations réglementaires s’ils figurent a la
nomenclature.

Une des étapes critiques en biologie moléculaire et plus
précisément en génétique, aussi bien somatique que cons-
titutionnelle, consiste en I'extraction de I’ADN depuis un

- Pour citer cet article : Harlé A, Lion M, Husson M, Dubois C, Merlin JL. Validation de méthode selon la norme ISO 15189 et le SH GTA 04 : application a I'extraction et
608 au dosage quantitatif de I' ADN par méthode spectrophotometrique. Axx Biol Clin 2013 ; 71(5) : 608-14 doi: 10.1684/abe. 2013.0891
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Valdation |SO 15189 de 'extraction &t ch

g dosage de 'ADN

échantillon d’intérét, qu'il soit solide ou liquide. L’ADN
extrait doit ensuite répondre & un certain nombre de cri-
téres de qualité et également étre en concentration suffisante
pour permettre laréalisation des examens de biologie molé-
culaire comme la détection de mutations somatiques par
exemple.

L’extraction et le dosage s’intégrent dans la phase pré-
analytique du processus d’analyse de I’ADN et sont
considérés comme critiques, compte tenu de leur haute
importance pour la réalisation et la fiabilité des étapes ana-
Iytiques ultérieures.

Cet article décrit, a titre d’exemple, la validation de
I'extraction et de la purification d’ADN par méthode
d’extraction sur colonne, puis de son dosage quantitatif par
méthode spectrophotométrique selon la norme ISO 15189
et le guide technique d’accréditation de santé humaine du
Cofrac SH-GTA-04.

Pour la validation de cette méthode, nous avons séparé
la phase d’extraction et la phase de dosage. En effet,
I"extraction étant effectuée & partir de kits portant le mar-
quage CE-IVD, donc validés par le fabricant, elle est classée
comme une méthode de portée A par le Cofrac et ne
nécessite qu'une simple vérification. La méthode de dosage
spectrophotométrique n’a par contre pas été validée par le
fabricant et par conséquent est classée en portée B, néces-
sitant ainsi une validation complate.

Méthode

Nous avons suivi la méthodologie décrite par le Cofrac
dans le SH GTA 04 (Révision 0 — avril 2011) [4] pour le
design du plan expérimental nécessaire 4 la validation de

méthode. Certaines recommandations ont dii étre adaptées
4 la biologie moléculaire.

Pour la méthode d’extraction, reconnue de portée A, nous
avons évalué la contamination, la répétabilité, la fidélité
intermédiaire puis comparé la méthode avec une autre
méthode d’extraction reposant sur le méme principe. Cette
méthode, validée pour le diagnostic in vifro (CE-IVD), uti-
lise les kits d’extraction Cobas® Roche DNA kits (Roche
Diagnostics, Meylan, France). Les échantillons primaires
utilisés pour cette évaluation sont des échantillons de tissus
tumoraux fixés au formol etinclus en paraffine.

La méthode de dosage est basée sur une mesure spectropho-
tométrique de 1'absorbance & 260 et 280 nm & partir d'un
faible volume d’échantillon (1 4 2 L) sur un trajet optique
de I’ordre du millimétre (NanoVue Plus™ |, GE Healthcare,
Chalfont St. Giles, Royaume-Uni) (figure 1). Cette méthode
quantitative est considérée comme de portée B selon les
critéres du Cofrac et nécessite donc I'étude de la répétabi-
lité, de la fidélité intermédiaire, la justesse, I'exactitude, les
incertitudes de mesure, I'intervalle de mesure, 1'étude des
contaminations et la robustesse.

Résultats

Vérification de la méthode d'extraction

Evaluation des sources de contamination

Nous avons évalué I"absence de contamination au cours de
la manipulation d’extraction en procédant, au cours d’une
série classique, en une extraction sur un échantillon dit
«vierge ». Cet échantillon vierge est constitué uniquement
de paraffine et ne contient pas de tissu, donc en théorie pas
d’ADN. Aprés extraction de cet échantillon vierge, il appa-

Figure 1. Dosage de 'ADN extrait par systsme spectrophotométrique NanoVue™. Un échantilion de faible volume (2 L) est déposé sur
la plaque de lecture (A) puis le bras de lecture est abaissé pour procéder a la mesure (B). Le trajet optique est de I'ordre du millimatre.

Ann Biel Clin, vol. 71, n° §, septembre-octobre 2013
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Figure 2. Huit coupes successives de 5 pm sont réalisées au microtome & partir d'un bloc de paraffine contenant de la tumeur fixée au
formol. Les 8 coupes sont considérées comme identiques compte tenu de leur proximité dans I'espace.

rait que seul du solvant d’extraction est récupéré. Ainsi, en
effectuant une mesure en spectrophotométrie, puis une ana=
lyse par PCR sur le produit obtenu, il apparait qu’aucune
contamination inter-échantillons n’est présente lors de la
méthode, mais également que les conditions expérimentales
utilisées sont en accord avec une absence de contamination
auniveau du matériel et que les procédures internes utilisées
garantissent I’absence de contamination.

Evaluation de la répétabilité et de la fidélité
intermédiaire

L’extraction étant effectuée sur du tissu tumoral inclus
en paraffine, nous avons, pour I'étude de la répétabilité
et de la reproductibilité, utilis¢é 8 coupes succes-
sives de 5 pm d'un méme bloc tumoral (figure 2).
Ainsi, toutes les coupes utilisées sont considérées comme
homogenes et comparables, puisqu’il existe un espace de
moins de 40 jum entre la premiére et la derniére coupe. Cing
coupes (coupes n° 1, 2, 5, 7 et 8) ont été analysées le méme
jour par le méme opérateur en utilisant le méme protocole.
La quantité d’ADN extrait a été évaluée par dosage spec-
trophotométrique puis sa qualité a été évaluée en utilisant
une amplification par PCR (test de 7 mutations du géne
KRAS en PCR TagMan). Les 5 dosages montrent que la
quantitéd’ ADN extraite est équivalente pour chaque échan-
tillon (n=5, m=19,8 ng/pL, s=2,18 ng/pL, CV=10,9 %
- tableau I). De méme, les tests d’amplification pour le
géne KRAS en utilisant 7 sondes spécifiques différentes,
n’ont pas mis en évidence de différence dans le nombre de

610

Tableau 1. Etude de la répétabilité de la méthode d'extraction. Cing
coupes de 5 pm ont été utilisées pour I'extraction de 'ADN, puis 2
mesures de la concentration ont été effectuées.

Concentration
mesurée C; (ng/pl)

Echantillon Concentration
mesurée Cy (ng/yL)

Lame 1 24,0 23,0
Lame 2 19,0 20,0
Lame 5 185 175
Lame 7 205 19,0
Lame 8 185 18.0

m=198ng/ul ;s=2,149 ng/ul. ; CV=109%

Cp mesurés (CV inférieur & 2 %, tableau 2). Ainsi, nous
considérons que cette méthode d’extraction est répétable.
[’évaluation de la fidélité intermédiaire a été effectuée
en utilisant les coupes n® 3, 4 et 6 selon le méme proto-
cole, mais par des opérateurs différents et & une semaine
d’intervalle (les coupes ont été conservées 3+ 5°C+/-3°C
pendant toute la durée de 1'expérimentation). Les dosages
n’ont pas mis en évidence de différence significative (biais
moyens mférieur i 10 %) et les PCR n’ont démontré aucune
altération sur la qualité de I'amplification de I'ADN extrait
(biais inférieur & 5 %) (tableau 3). Ainsi, nous pouvons
considérer que notre méthode d’extraction bénéficie d'une
fidélité intermédiaire satisfaisante.

Comparaison avec une méthode équivalente

Le kit utilisé pour I'extraction a été comparé avec un autre
kit du commerce (FFPET tissue DNA kit, Qiagen, Cour-

Ann Biol Clin, vol, 71, n® §, septembre-octobre 2013
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Tableau 2. Evaluation de la répétabilité de I'extraction : qualité de 'ADN extrait évaluée par amplification sur 7 mutations du géne KRAS

fréquemment rencontrées dans les cancers colorectaux métastatiques.

Cp moyen par type de mutation du géne KRAS

Echantillon G128 G12R G12C G12D G12A G12v G13D
Lame 1 2511 26,65 25,93 27,59 26,57 26,01 26,66
Lame 2 24,50 26,13 25,09 27.62 26.48 26,12 26,55
Lame 5 25,63 26,78 26,66 2839 27,37 26,77 2747
Lame 7 2463 26,46 25,60 2710 26,58 25,86 26,92
Lame 8 24,68 26,68 24,87 2743 26,40 25,62 26,38
Moyenne 24 91 26,54 25,63 27,62 26,68 26,08 26,80
Ecart type 047 0,26 0,71 0,48 0,40 0,43 042
cv 187 % 0,97 % 2,76 % 1,72 % 1,48 % 1,65 % 1,58 %

Tableau 3. Evaluation de la fidélité intermédiaire : qualité de 'ADN extrait évaluée par amplification sur 7 mutations du geéne KRAS

fréquemment rencontrées dans les cancers colorectaux métastatiques.

Cp moyen par type de mutation du géne KRAS

G128 G12R G12C G12D G12A G12v G13D
Lame 3 24,66 26,68 2545 28,18 30,07 27,29 25,54
Lame 4 25,63 27,02 26,45 28,49 2747 27,20 27,32
Lame 6 24,86 27,04 25,40 28,58 26,58 26,22 26,59
Moyenne 25,05 2691 2577 28,42 28,04 26,90 26,48
Ecart type 0,52 0,20 0,59 0,21 1.82 0,59 0,90
CV (%) 2,06 % 0,74 % 2,30 % 0,74 % 6,47 % 2,20 % 339 %
Biais moyen (%) 1.38% 141 % 1,60 % 286 % 534 % 317 % 2,48 %

Tableau 4. Résultats de I'évaluation de la fidélité intermédiaire pour le dosage d'ADN par méthode spectrophotornétrique.

Concentration théorique (ng/yL) Moyenne (ng/;.L) Ecart type (ng/yL) cV
Echantillon Niveau 1 15,00 15,18 1,1502 7,58 %
Echantillon Niveau 2 60,00 62,86 1,1858 1,89 %
Echantillon Niveau 3 120,00 119,36 3,8987 3,27 %
Echantillon Niveau 4 200,00 204.06 5,1646 2,53 %
Echantillon Niveau 5 400,00 406,67 3,5230 0,87 %

taboeuf, France). Quarante échantillons ont été extraits
en parallele avec les deux méthodes [S). L’étude des
concentrations d"ADN obtenues et 1'étude de la qualité de
I"amplification n’ont pas montré de différence significative
entre les deux méthodes d’extraction.

Validation de la méthode de dosage

Etude de la répétabilité

Trente mesures de deux échantillons de concentrations
fixées (¢1 = 15,0 ng/pL et ¢2 =90 ng/pl.) ont été réalisées
le méme jour par le méme opérateur. La méthode est
répétable (n; =30 ; m; =15,93 ng/p.L. ; s =0,885 ng/p.l ;
CVi=555 % [/ np=30 ; my=8998 ng/pl ;
s2=1,171 ng/pL ; CV2 =1,30 %).

Ann Biol Clin, vol. 71,n° §, septembre-octobre 2013

Etude de la fidélité intermédiaire

La fidélité intermédiaire a été étudiée en faisant réaliser &
3 jours différents espacés d’une semaine, par 3 opérateurs
différents, la mesure a 6 reprises de S échantillons ¢y, ¢2, ¢3,
¢4 ¢t ¢s de concentrations connues 15,0, 60,0, 120,0, 200,0
et 400,0 ng/pl. respectivement. L.a méthode est considérée
reproductible (CV < 8 % : tableau 4).

Approche de la justesse et exactitude

L approche de la justesse a été effectuée en analysant 4
échantillons de contrdles internes de qualité préparés au
laboratoire, CI;, CI,, Cl3 et CL; de concentrations théo-
riques respectives 30,0, 90,0, 150,0 et 300,0 ng/p.L.. Chaque
échantillon a été mesuré 3 fois puis le biais a été calculé par
rapport & chaque concentration cible (fableau 5). Le biais
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Tableau 5. Résultats obtenus pour I'approche de la justesse.

Echantillon Concentration théorique (ng/p.L) Concentration mesurée (ng/;.L) Bials

Cly -1 30,00 32,99 9,98 %
Cly-2 30,00 28,62 4,60 %
Cli-3 30,00 31,54 512 %
Cly -4 90,00 91,77 1,97 %
Cl; -5 90,00 88,86 1.27 %
Cly - 6 $0,00 90,32 0,35 %
Cly-7 150,00 152,98 1,99 %
Clz -8 150,00 158,33 5,55 %
Cly-9 150,00 154,44 2,96 %
Cl; - 10 300,00 303,09 1,03 %
Cls - 11 300,00 301,64 0,55 %
Cls - 12 300,00 299,21 0,26 %

étant inférieur au seuil de 10 % que nous nous étions fixés,
nous considérons notre méthode comme juste.

1l est important de préciser que ’estimation de I’exactitude
n’a pas pu étre mesurée, car i notre connaissance, aucun
contrdle interne de qualité certifié n’est commercialisé & ce
jour.

Incertitudes de mesure

Nous avons adopté une méthode dite « intra laboratoire » et
suivi les recommandations décrites dans le SH GTA 14 du
Cofrac [6]. Ce calcul fait intervenir la mesure de S échan-
tillons de concentrations connues ainsi que les incertitudes
connues sur le matériel utilisé. L’incertitude maximale
mesurée est de 4,10 ng/p.L.

Intervalle de mesure

La limite de détection (LOD) a été évaluée en mesurant 4
31 reprises un échantillon blane. La limite de quantifica-

tion (LOQ) quant & elle, a été déterminée en dosant des
échantillons obtenus par dilutions successives d’un échan-
tillon de concentration connue. Pour chacune des dilutions,
le coefficient de variation a été calculé, puis la limite de
quantification est déterminée graphiquement avec un seuil
CV =10 % en tragant la courbe CV = f (dilutions) (figure 3).
Nous avons ainsi déterminé une LOD et une LOQ de
3,22 ng/pL et 7,0 ng/pL respectivement.

La linéarité amnoncée par le constructeur est de 1 a
15000 ng/pl.. Nous avons testé cette linéarité jusqu’a
500ng/p.L, ce qui correspond une valeur maximale quin’a
encore jamais été rencontrée dans notre pratique. L’étude
de la linéarité nous a ainsi permis d’établir par régres-
sion linéaire, une lindarité de 1 & 500 ng/pL. (r? =0,9987 ;
y=0,0206x +0,0973).

Etude des contaminations

Nous avons mesuré & 3 reprises successives un échantillon
de trés forte concentration (500 ng/pl.) puis 4 3 reprises

Coefficient de Variation (%)
—

y=29.116x %76

R<=0.96068

e

Concentration (ug/mL)

Figure 3. Calcul graphique de la limite de quantification (LOQ) en établissant la courbe CV =f {concentration théorique) puis lecture de la

valeur de la concentration limite pour CV =10 %
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Validation |SO 15189 de 'extraction et du dosage de 'ADN

Figure 4. Exemple d'organisation en cas de survenue d'une non-conformité suite a un contréle interne de la qualité (CIQ), d'un contrdle
inter-laboratoire (CIL) ou d'une évaluation externe de la qualité (EEQ).

successives un échantillon de faible valeur (S ng/pL). Le
calcul de la contamination nous donne ainsi une valeur de
- 0,46 %, ce qui est en accord avec une absence de contami-
nation inter-échantillons lors des dosages en routine et qui
également confirme I'absence d’effet mémoire.

Etude de Ia robustesse

Nous avons étudié 'impact du volume utilisé pour le
dosage. Ainsi, il apparait que les résultats obtenus restent
fiables pour une prise d’essai comprise entre 1 et 2,5 ng/pl..
Une prise d’essai inférieure & 1. ne permet pas d’obtenir
une mesure fiable.

Ann Biol Clin, vol. 71, n® §, septembre-octobre 2013

Discussion

Cet exemple de double validation (portée A pour
I'extraction et portée B pour le dosage) peut étre adapté
pour toutes les méthodes quantitatives. Pour les méthodes
de portée A, une vérification reste assez simple & mettre en
ceuvre, cependant, il est important de noter que la méthode
n’est garantie par le fabricant que si le laboratoire utilise
de maniére stricte le protocole associé. Toute modification
du protocole fabricant par le laboratoire devra faire 1'objet
d'une validation préalable ou de s’assurer auprés du four-
nisseur que cette modification du protocolen’a pasd’impact
sur le résultat final obtenu. Pour la validation des méthodes
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de portée B, il appartient & chaque laboratoire d’adapter la
validation & I’examen concerné. Chaque dossier de valida-
tion peut et doit faire I’objet d’une amélioration continue.
Chaque manipulation supplémentaire doit étre enregistrée
de maniére stricte et conservée au sein du laboratoire. Il
est important de signaler que le laboratoire doit fixer les
limites qu’il s’autorise sur chaque paramétre de la valida-
tion. Selon le type de méthode analytique, on fixera ainsi
une valeur limite pour les coefficients de variation ou les
biais. Ces deux parameétres doivent étre déterminés et fixés
au préalable en étudiant I'impact éventuel de ces variations
sur le processus post-analytique, et done sur le résultat final.
Il est enfin important de mentionner que chaque exa-
men doit faire I'objet d’une évaluation réguliére. Ainsi,
il incombe aux laboratoires de s’assurer de la mise en
place d'un programme de qualité [2], qu’il soit par le
biais d'une évaluation interne (controle de qualité interne
— CIQ) ou externe (participation i une évaluation externe
de la qualité — EEQ ou i un controle inter-laboratoire de
la qualité — CIL). Il n’existe pas & ce jour d’EEQ pour
les méthodes d’extraction et de dosage de 'ADN, ce qui
renforce I'importance et la responsabilité des laboratoires
quant i la mise en place de CIQ ou de CIL. Certains labora-
toires privés proposent des échantillons calibrés et certifiés
dans le domaine de la biologie moléculaire, idéaux pour la
mise en place de CIQ, mais ces échantillons restent encore
assez onéreux. Les CIL sont plus simples a réaliser, mais ne
permettent que de comparer des résultats finaux. En effet,
en cas de discordance, en I’absence de laboratoire référent,
il apparait difficile de déterminer quel laboratoire est le plus
proche de la valeur réelle pour un échantillon donné.
Selon la norme ISO 15189, le laboratoire doit avant méme
la mise en place de contrdles qualité, savoir quelle sera
la fréquence, quels seront les critdres de jugement ou
d'acceptabilité, mais également la facon dont les résultats
seront exploités et quelles seront les actions correctives &
metire en ceuvre en cas de non-conformité. La figure 4 pré-
sente un exemple de marche & suivre en cas de survenue
d"une non-conformité au coursd’un CIQ, d'un CIL ou d'un
EEQ.

Conclusion

Nous avons validé, selon les exigences du Cofrac, deux
méthodes d’examen (extractiond’ ADN, portée A et dosage
d’ADN, portée B) qui ont, selon notre analyse de risques,
un role critique sur les phases analytiques ultérieures en
biologie moléculaire. Les données recueillies lors de la
vérification ou de la validation ont été renseignées dans
les formulaires prévus par le Cofrac, SH-FORM 43 et
SH-FORM 44 [7, 8]. Chaque étape de vérification ou de
validation doit étre adaptée en fonction du type d’examen
et de la criticité de chacune des étapes d’analyse et il appar-
tient donc & chaque laboratoire de biologie médicale de
procéder a une analyse de risques rigoureuse.

Liens d’intéréts :  aucun.
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l1l.2. Validation de méthode selon la norme ISO 15 189 et le SH-GTA-
04, Application a la détection des mutations KRAS par méthode
TagMan

Afin de répondre aux exigences d’accréditation selon la norme I1SO 15189, il était important
de valider notre technique de PCR TagMan 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’a
présent, c’est pourquoi il nous paraissait important de partager notre expérience avec d’autres
laboratoires rencontrant les mémes problématiques. Nous avons donc publié en 2013 un article
décrivant la validation de cette méthode de PCR TagMan 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 1SO
15189 et le SH GTA 04 : Application a la détection des mutations KRAS par méthode TagMan. 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’étre 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 critéres de I'arrété de
Mai 2013, ne rentrent plus pour le moment dans le périmétre d’accréditation obligatoire. Bien que

I'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 a adapter selon les standards de la biologie générale. En effet, pour des raisons de rareté des
échantillons, mais aussi des raisons de cod(ts, il est nécessaire d’adapter les recommandations émises

par le COFRAC.

Matériel & Méthode

Nous avons procédé a la validation de la méthode de PCR TagMan permettant |'analyse des
mutations des codons 12 et 13 du gene KRAS. La méthodologie utilisée est adaptée des référentiels

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

Résultats

La mise en ceuvre de cette validation de méthode a permis de valider la PCR TagMan pour la
détection des mutations présentes sur les codons 12 et 13 du géne 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
parametres comme la répétabilité, la reproductibilité, la justesse, la sensibilité ou encore I'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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Résumé. Depuisle 16 janvier 2010, la 1égislation relative 4 la biologie médicale
impose la mise en place de I'accréditation selon la norme ISO 15189 dans tous
les laboratoires de biologie médicale (LBM). Ainsi, tous les LBM doivent étre
accrédités pour au moins une partie de leur activité avant fin octobre 2013. Les
examens de biologie moléculaire font partie intégrante de la biologie médicale
et sont également concernés par I’aceréditation. La validation des méthodes de
biologie moléculaire est cependant rendue délicate pour des raisons i la fois
lides aux types de méthodes utilisées, mais aussi par le type d’analytes qui sont
généralement assez rares. Cet article déerit, 2 titre d’exemple, la validation de la
détection qualitative des mutations du géne KRAS dans les cancers colorectaux
métastatiques par technique de PCR TagMan selon la norme ISO 15189 et le
guide technique d’accréditation de santé humaine du Cofrac SH-GTA-04.

Mots clés : accréditation, Cofrac, KRAS, PCR TagMan, SH GTA 04, validation
de méthode

Abstract. Since January 16" 2010, the French legislation requires that the
medical labgratorics must be accredited according to ISO 15189 standards.
Thus, allimedical laboratories in France must be accredited for at least part
of their biological tests before the end of October 2013. Molecular biology
tests are also concerned by the accreditation. Validation of molecular biology
methods is made difficult, for reasons related to the methods, but also by the
type of analytes that are basically rare. This article describes the validation
of the qualitative defection of KRAS mutations in metastatic colorectal cancer
using TagMan PCR according to ISO 15189 and to the technical guide for
accreditation in Human Health, SH-GTA-04, edited by the COFRAC.

Key words: ISO 15189. KRAS, PCR TagMan. method validation

Depuis le 16 janvier 2010, la législation relative a la bio-
logie médicale impose la mise en place de 1"accréditation
selon lanorme ISO 15189 [1] dans tous les laboratoires de
biologie médicale (LBM) [2]. Ainsi, tous les LBM doivent
étre accrédités pour au moins une partie de leur activité
avant fin octobre 2013, En 2016, 50 % des examens pra-
tiqués devront étre acerédités, 70 % en 2018 et 100 % en
2020.

Tirés a part : A. Harlé

Les examens de biologie moléculaire font partie intégrante
de la biologie médicale et sont également concernés par
I"aceréditation [3]. Cependant, la validation des méthodes
de biologie moléculaire est délicate pour des raisons a la
fois liées aux types de méthodes utilisées, mais aussi par le
type d’analytes. La détection de mutations somatiques en
biologie tumorale est un exemple d’examen rentrant dans
le périmetre de la biologie médicale et qui par conséquent
nécessite une validation.

C’est donc dans ce contexte que nous avons mis en ceuvre
la validation de la détection qualitative des mutations du

Pour citer cetarticle : Harlé A, Dubois C, Rouyer M, Merlin J1.. Validation de méthode seloa ka norme ISO 15189 et le SH GTA 04 : application 3 la détection des mutations
KRAS par méthode TagMan. Ann Biol Clin 2013 ; 71(5) : 603.7 doi: 10.1684/abc. 2013.0860
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géne KRAS dans les cancers colorectaux métastatiques par
technique de PCR TagMan [4]. Cette méthode s’intégre
dans la chaine analytique décrite sur la figure 1. Pour
mémoire, la recherche de mutation du géne KRAS dans les
cancers colorectaux métastatiques est obligatoire pour la
prescription de chimiothérapies associant un médicament
ciblant les récepteurs & I'EGFR [5-7].

Cet article décrit les différentes étapes qui ont été mises
en place pour la validation de la méthode de détection
des mutations KRAS par méthode PCR spécifique d’allgle
utilisant des sondes TagMan. Celte technique permet la
détection spéeifique des 7 mutations les plus fréquentes du
géne KRAS rencontrées dans les cancers colorectaux méta-
statiques [8] : G12D, G12R, G12A, G12S, G12V, G12C et
G13D. Cette méthode étant adaptée de la littérature [4], elle
est classée comme une méthode de portée B par le Cofrac
et nécessite une validation compléte.

Méthode

Nous avons suivi 1a méthodologie décrite par le Cofrac dans
le SH GTA 04 (Révision 0 — avril 2011) [9] pour le design
du plan expérimental nécessaire  la validation de méthode.
Certaines recommandations ont dii étre adaptées  la biolo-
gie moléculaire. Notre méthode étant qualitative et de portée
B, la spécificité analytique, la sensibilité diagnostique, la
contamination, la stabilité des réactifs, la robustesse et la
comparaison avec d”autres méthodes, ont été étudiées. Cette
méthode de PCR temps réel reposant sur celle décrite par
Lidvre ef al. [4], est effectuée sur un thermocyleur Light-
Cycler 480 (Roche Diagnostics, Meylan, France) et les
échantillons sont traités sur des plaques 384 puits (Roche
Diagnostics, Meylan, France). Les résultats obtenus lors de
la validation ont été ensuite reportés dans un formulaire
SH-FORM-44 &dité par le Cofrac [10].

Résultats

La validation de la spécificité analytique, ¢’est-d-dire la
capacité de notre méthode & détecter les bons mesurandes,
ici un type de mutation précis, a été réalisée en analysant de
I’ADN témoin. Les ADN témoins sont extraits de lignées
cellulaires connues pour leur type de mutations du géne
KRAS (tableau 1). Ces témoins ont fait1’objet d’une valida-
tion par pyroséquencage. Des témoins négatifs, non mutés
pour le géne KRAS, ont également été validés de la méme
fagon. La positivité ou la négativité des témoins en fonction
du type d’amorces et de sondes a ainsi permis de valider la
spécificité de notre méthode : chaque sonde est spécifique
d’une mutation et aucune détection croisée ne se produit.
La sensibilité diagnostique a été évaluée par I étude de solu-
tions d"ADN adifférentes concentrations. Ainsi, des séries
de dilutions contenant un mélange d’ADN témoin muté
dans de I’ ADN témoin non muté ont été réalisées. Ces séries
ont été effectuées aussibiensur de I’ ADN extrait de témoins
cellulaires que sur des ADN humains caractérisés par leur
mutation.

Les gammes des dilutions ainsi que les résultats de sensibi-
lité sont présentés dans le tableau 2. L étude de laspécificité
analytique a ainsi permis de déterminer que notre méthode
de détection permet la détection de 1 4 5 % d’ADN muté
[11].

L’absence de contaminations a été évaluée tout au long
de notre chaine analytique (figure 1). Nous ne décrirons ici
que les résultats obtenus lors des étapes qui nous ont permis
de s’assurer de I’absence de contamination dans la phase
de PCR. Tout d’abord, nous avons utilisé un échantillon
«vierge » de tout ADN pour tester I'absence de contamina-
tion tout au long de notre chaine analytique. Ainsi, un bloc
de paraffine ne contenant aucun tissu a été traité de la méme
maniére que tous les autres échantillons durant tout le pro-
cessus analytique. [.’absence d’amplification d’ADN dans

~

A )
( Extraction et
4 dosage de I'ADN
" tumoral
—

Identitovigilance, identification univoque et Identifi que des tubes (code Verification de I'adéquation entre le profil du
propreté sriel utilisé pour le trai barre), utilisation d'un témoin négatif pendant patient, le prélévement et les résultats
des échantillons (écouvillons, lames en verre, || toute la manip, dépét de I'échantillon témoin obtenus. Ultime vérification de toutes les

cassettes pour inclusion en paraffine...) négatif sur les plaques de PCR données lors de la validation du CR final

Figure1. Schéma de la chaine analytique considérée pourla validation de méthode. Pour chaque &tape, une vérification de la contamination

est nécessaire.
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Tableau 1. Témoins cellulaires utilisés pour ”ADN témoin.

Position sur le géne KRAS

Codon 12 Codon 13
Type de mutation G128 G12R G12C G12D G12A G12v G13D Sauvage
Lignée cellulaire LS123 CAL-62 H358 A427 H1573 SW620 LoVo WiDr

Tableau 2. Résultats des tests de sensibilité analytique. La gamme est réalisée en mélangeant de I'ADN muté dans de I'ADN non muté.

Codon 12 Codon 13

G128 G12R G12C G120 G12A Gi1a2v G13D
Pourcentage d'/ADN muté minimum 50 % 5,0% 10% 1.0 % 25% 10 % 25%
ayant permis la détection de la mutation

les puits correspondants, nous permet d’affirmer qu’aucune
contamination d’ADN n’a eu licu.

Pour sassurer qu”aucune contamination n’ était présente sur
nofre plaque, nous avons procédé & une analyse selon un
schéma en damier : chaque échantillon contenant de I’ ADN
étant ainsi encadré par du mix réactionnel ne contenant pas
d"ADN (figure 2).

La stabilité des réactifs a également été étudiée : tous les
réactifs utilisés sont accompagnés de recommandations de
fournisseurs. Ainsi, certains réactifs doivent étre conservés
4-20°C£5°C et d'autres & +5 °C £ 3 °C. Les réactifs
devant étre stockés en froid négatif ont été stockés pendant
6 semaines en froid positif (6 semaines correspondant &
peu prés i la durée d’utilisation classique dans notre labo-
ratoire). Chaque semaine, les réactifs testés ont été intégrés
dans une série d’analyses, qui elles étaient réalisées avec
des réactifs conservés dans les conditions recommandées.
Aucun impact de la température de stockage des réactifs
n’a été mis en évidence (figure 3).

[’étude de la robustesse a été effectuée en faisant varier
les différents paramétres jugés comme critiques dans notre
examen. Ainsi, nous avons fait varier les volumes de pré-
paration de notre mix réactionnel, les volumes de dépots de
nos échantillons ou encore la concentration de nos échan-
tillons de 5 & 20 ng/pL (20 ng/pL étant la concentration
normale utilisée lors de notre analyse). Des mix ont été
effectués en faisant varier les volumes un & un de + 2 s,
s étant I'écart type de mesure fourni par notre prestataire
responsable de I’étalonnage et la calibration de nos micro-
pipettes). Les résultats obtenus ont été comparés avec ceux
obtenus avec le mix protocolaire. Cette étude n’a pas per-
mis de mettre en évidence de différence significative entre
les différents résultats obtenus dans I'intervalle [- 2 s 5 +2 §]
(tableau 3).

Notre méthode a enfin été comparée avec 3 autres méthodes
utilisées au laboratoire : une méthode marquée CE-IVD de

Ann Biol Clin, vol. 71,n° §, septembre-octobre 2013

portée A (Cobas KRAS 2480, Roche Diagnostics) [12] et
deux méthodes développées en interne au laboratoire (une
méthode RFLP et une méthode HRM) [11]. Ces compa-
raisons de méthodes ont permis de mettre en évidence un
certain nombre de cas discordants. Chaque cas discordant
a fait I'objet d’une étude particuliere.

Bien que ne faisant pas partie des exigences décrites dans
le SH GTA 04 pour les méthodes qualitatives de portée
B, nous avons également étudié la répétabilité et la repro-
ductibilité de nos examens. Pour la répétabilité, le méme
échantillon a été déposé plusieurs fois sur la méme plaque
et nous nous sommes assurés que chaque échantillon déposé
présentait des résultats comparables aux autres. Les para-
metres édiés étaient le nombre de Cp et la conclusion
de I'interprétation du résultat. La reproductibilité ou fidé-
lité intermédiaire a été étudiée en faisant traiter les mémes
échantillons, en duplicates, que ceux utilisés pour I'étude
de la répétabilité. Ces échantillons ont ainsi été testés a
unesemaine d’intervalle par des opérateurs différents. Cette
étude a permis d’affirmer que notre méthode d’analyse était
a la fois répétable et reproductible.

Discussion et conclusion

Cet exemple de validation de méthode qualitative de por-
tée B peut étre adapté i tout autre type ’examen de PCR
temps réel. Il est important de noter qu'une validation de
méthode n’est jamais totalement exhaustive et une amé-
lioration continue est nécessaire. Toute nouvelle manip de
validation doit étre conservée avec le dossier de validation
et &tre listée dans la liste des enregistrements du laboratoire.
Larobustesse de la méthode est I'un des paramétres pouvant
sans cesse étre amélioré. Par exemple, il serail intéressant
dans le cas présenté ici, de faire varier les températures des
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Qualité-Accréditation
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Figure 2. Schéma de plaque pour la vérification d'absence de contamination inter-puits. Un puits sur deux est rempli soit uniquement avec
du mix, soit avec du mix et de I'ADN. Dans le logiciel d'analyse, une absence d'amplification se traduit par une coloration bleue tandis que
la présence d'une amplification se traduit par une coloration orange (grise sur la figure). Les colonnes 21, 22 et 23 servent de témoins (mix
seul, ADN muté et ADN non muté respectivement). Les courbes présentées en dessous sont les courbes d'amplification (fluorescence

mesurée en fonction du nombre de cycles de PCR).

cycles de PCR de +/- 1 °C, pour s’assurer qu’une variation
de I'étalonnage de la sonde thermique de notre thermocy-
cleur n’aurait pas d’impact sur nos analyses.

Lacontamination estégalementun parametre clé & maitriser
etauquel il faut étre particulierement attentif. Cette absence
de contamination doit absolument étre vérifiée a toutes les
étapes qu’elles soient pré-, per- ou post analytiques. Une
attention toute particuliere doit ainsi étre apportée afin de
s’assurer que le résultat d’examen est bien celui du patient
concerné. Il ne faut pas exclure également de tester ce que
donnerait une contamination volontaire de nos « témoins
de non contamination », afin de s’assurer de leur effica-
cité. Dans le cas présent, il suffirait par exemple de déposer
0,1 pL. d’un échantillon connu dans le puits servant au
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témoin de non contamination et voir si le systeme détecte
la présence d’ADN.

11 est enfin important de noter que le Cofrac apporte une
importance et une attention toutes particulieres a 1I’étude
bibliographique. Dans le cas de la biologie moléculaire,
peu de données bibliographiques sont actuellement dis-
ponibles : la plupart des papiers techniques décrivent la
méthode de fagon concise et les différents tests de mise
au point, qui pourraient éventuellement servir de données
pour les tests de robustesse, ne sont pas publiés. Il semble
donc important que chaque laboratoire puisse publier ou
rendre publique ses différentes validations de méthodes afin
d’aider a I'amélioration globale des pratiques des labora-
toires de biologie médicale.

Ann Biol Clin, vol. 71, n° 5, septembre-octobre 2013
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Validatior

Tableau 3. Etude de la robustesse par modification des volumes prélevés lors de la préparation du mix ou lors du dépét de I'échantillon
d'ADN atester. Les mix E1, E2 et E3 sont réalisés dans les proportions habituelles, seul le volume de I'échantillon a tester varie. Les autres
mix font varier soit le volume de genotyping mix, de I'assay mix G12D ou de I'eau.

Volume a préparer en triplicates (;.L) (dépét : duplicates)

Réactifs Volume (L) E1 E2 E3 E4 ES E6 E7 E8 E9 TM® TnM®  Neg®
Genotyping mix 2,680 536 536 530 684 924 B804 B804 804 B804 536 536 5,36
Assay mix G12D 013 026 026 026 039 039 027 051 039 039 026 026 0.26
Eau 2,19 438 438 438 657 657 657 657 537 777 438 4,38 4,38
Dépot échantillon (L) 1 100 060 140 100 100 100 1,00 100 1,00 1,00 1,00 1,00

E1 E2 E3 E4 ES E6 E7 E8 E9 TM TnM Neg
Cp¢ 27,78 28,66 27,09 27,59 27,27 2659 28,77 28,17 2761 288 29,13 -
Résultat Muté Muté Muté Muté Muté Muté Muté Muté Muté Muté Nonmuté -

 Témoin muté, * Témoin non muté, © Témein négalif d'amplification, © moyenne

Semaine
[+ Cp+4°C @ Cp-20°C

Fluorescence

A 465-510 44°C |

Figure 3, Influence de la température de stockage des réactifs sur
la qualité de I'amplification de 'ADN. Exemple de résultats obtenus
avec de I'ADN muté G128 sur une période de 6 semaines (de S0a
S6). Les paramétres étudiés sontle nombre de cycles avant ampli-
fication de 'ADN (Cp) et I'absorption en florescence (465-510 nm
ot 533-580 nm).

Liens d’intéréts :  aucun.
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Chapitre IV

Nouveaux biomarqueurs prédictifs de résistance aux anti-EGFR, étude
au niveau des genes et étude de I'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 genes et étude de I'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 a prouver qu’il
existe d’autres facteurs prédictifs de résistance a ces traitements. En effet, parmi les patients
présentant des tumeurs RAS wild-type, seuls 40 a 60% présentent une réponse lors de I'utilisation
d’anti-EGFR en association a 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 I'étude de I'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 I'expression des phosphoprotéines pouvait étre une
indication pour prédire le taux de réponse, la survie sans progression ou encore la survie globale chez

ces patients.

Introduction

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

développement de médicaments capables d’inhiber I'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 a 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
critéres 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 I’expression de
PEGFR et des protéines en aval, pAKT(Serd73), 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 compléte 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 pMEK1l 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 suggerent 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 étre un biomarqueur de réponse
a ce type de traitement. Sur la base de ces résultats, nous faisons I'"hypothése qu’une association
d’un anti-EGFR and un inhibiteur d’AKT pourrait présenter un intérét 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 (IMCRC)
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 pEGFRry and key phosphorylated proteins of
EGFR downstream signaling pathway pAKT(seu7s), PERK1-2(h202myr204,  Thrissmyris?),
PGSK3 ser21/ser9)s PIGF1R (1yr1131), PMEK (ser217/5er221), PP70S6K thra21/ser424),
PPI90RSK thssasersss) 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 mADb.
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
pPEGFR 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-
EGFRmADb 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 PI3BK/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 PI3BK/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 PISK/AKT/mTOR

115



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
PI3BK/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 (pEGFRyy and key phosphorylated proteins of
EGFR downstream signaling pathway pAKT(se73, PERK1-2(thi202myr204,  Thrissmyris?),
pGSK3(Ser21/Ser9), pIGF1 R(Tyr1 131)s PMEK1 (Ser217/Ser221); pP?OSGK(Thr421/Ser424),

PPOORSK thasaisersss) 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 1y, PAKT (sera73), PERK1-
2(Thr202/Tyr204, Thr185/Tyr187)s pGSK3(Serz1/Serg), pIGF1 R(Tyr1131)s pMEK1 (Ser217/Ser221);
PP70S6K thraz1/sera24), PPOORSKthrasgisersss)y 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 Tagman® 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,
pGSKa3, 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
PIBK/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 ; Cl 95% [0.995 ; 1.013] and HR=1.006 ; Cl 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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Nouveaux biomarqueurs prédictifs de résistance aux anti-EGFR, étude au niveau des genes et au niveau fonctionnel

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%
AKT  0.588[0.436;0.74] <120 36.36%(16) 0,0258 !
P ' adhe >=120  68.75%(11) ’ 3.85[1.13;13.07]
0.634 <100 25.00%(5) 1
EGFR 0,0277
P [0.491;0.776] >=100  55.00%(22) 3.67[1.12;12.03]
0.497 <110  38.45%(10) 1
ERK1/2 0,373
P [0.348;0.646] >=110  50.00%(17) 1.60[0.57;4.51]
0.504 <130  38.24%(13) 1
GSK3 0,228
P [0.355:0.653] >=130  53.85%(14) 1.88[0.67;5.31]
0,
oIGFR 0.513 <60 33.33%(3) 0,445 1
[0.365:0.662] >=60  47.06%(24) 1.78[0.40;7.89]
1 46%(1
OMEK1 0.497 <100 38.46%(10) 0,373 1
[0.348:0.646] >=100  50.00%(17) 1.60[0.57;4.51]
0.585 <105  36.67%(11) 1
P70S6K 0,194
P [0.439;0.731] >=105  53.33%(16) 1.97[0.70;5.54]
P90SRK  0.577 [0.43;0.723] <70 35.71%(10) 0,176 !
P : A >=70  53.13%(17) ’ 2.04[0.72;5.77]

*Qptimal threshold according to Youden index.

b)
MULTVARIATE
pProt OR et IC35%
pAKT? 1
3.70[1.04;13.18]
pEGFR? 1

3.53[1.03;12.11]
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Figure 1: Kaplan-Meier’s curve of RAS wild-type and RAS mutated patients for PFS (a) and

0S (b).
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V. Discussion générale

V.1. Biomarqueurs et Recherche translationnelle

La recherche translationnelle vise a 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 a la clinique. C’'est le cas notamment dans le domaine des biomarqueurs de réponse aux
thérapies ciblées en cancérologie. Durant les 10 derniéres années, de nombreux biomarqueurs
prédictifs de réponse ont été validés. C’'est le cas, entre autres, des translocations BCR-ABL dans la
Leucémie Myéloide Chronique (LMC) pour la prescription de I'imatinib, le dasatinib ou du nilotinib
(141, 142), ou encore des mutations EGFR dans les cancers bronchiques non a petites cellules pour
I'utilisation du gefitnib ou de l'erlotinib (83, 143), les mutations V600 du géne 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 genes 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 bronchigue non a petites
cellules

Mutation KIT et PDGFR Imatinib Tumeur stromale Gastro-intestinale

Trastuzumab, Pertuzumab,

. . Cancer du sein métastatique
Trastuzumab Emtansine, Lapatinib q

Surexpression du récepteur HER2
Cancer bronchique non a petites

Translocations de ALK Crizotinib
cellules

Leucémie Myéloide Chronique,

Translocations BCR-ABL Imatinib, Nilotinib, Dasatinib Leucémie Aigue Myéloide Phi+

Tableau 3 Liste des biomarqueurs validés par IInstitut 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 treés 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 genes, la réponse reste modeste, de I'ordre de 40 a 60% (11). Cela met en
évidence la mauvaise valeur prédictive positive de ce biomarqueur. Il est de ce fait extrémement

important de trouver d’autres biomarqueurs afin d’affiner la valeur prédictive positive.

Pour certaines thérapies ciblées comme les antiangiogéniques, il n’existe a 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 [utilisation du
Carbohydrate Hydrogen 19-9 (CA 19-9) qui, chez les patients ou il est le moins exprimé au temps zéro
(to) de I'étude, prédit une médiane de survie globale plus élevée que le groupe le surexprime a t,

(27,8 vs 15,3 mois; p=0,0019) (146). Cependant, cette étude est rétrospective et fait appel a 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 maniére statistique. La validité de ce seuil statistique devra
toutefois étre contr6lé prospectivement. Le VEGF-A circulant a également été considéré comme
biomarqueur prédictif de réponse au bevacizumab (147). Cette étude conclut en I'intérét 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% Cl: 0.46-0.72;
p<0,001 et HR = 0,50; 95% Cl: 0.37-0.68; p<0,001 respectivement). Cependant, la survenue d’une
hypertension est un signe clinique pouvant étre observé apres I'administration du bevacizumab, et
ne peut pas étre prédit. Enfin les derniers articles publiés sur la recherche de biomarqueurs prédictifs
de réponse aux traitement antiangiogéniques dans les cancers colorectaux métastatiques étudient
I'intérét des micro-ARNs (149). C'est le cas notamment avec un article émettant I’hypothése de
I'intérét de miR126 associé a EGFL7 (Epidermal Growth Factor-Like domain 7) dans la prédiction de la
réponse aux traitements a base de bevacizumab (150). La 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 a la limite de la significativité pour prédire la survie

sans progression.

Les nouvelles approches en cancérologie tendent a 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 (Accés Sécurisé aux thérapeutiques innovantes), vise par exemple a étudier
I'utilisation du vémurafenib chez les patients atteints d’un cancer quelque soit I'organe, et o
condition que I’ADN tumoral présente une mutation V600 sur le gene BRAF. Le méme essai est

décliné pour [l'utilisation du crizotinib chez les patients dont les tumeurs présentant des
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translocations du géne ALK ou des mutations du gene MET. Les résultats de ces essais permettront
de savoir si les cliniciens pourront se contenter a I'avenir d’'une carte génétique caractérisant le
cancer avec en face de chaque anomalie une alternative thérapeutique ciblée ou si I'approche par
organe reste nécessaire. D’autres essais cliniques utilisant le méme principe sont en cours. Dans
certains centres de lutte contre le cancer, des réunions de concertations pluridisciplinaires
moléculaires, « RCP moléculaires » sont déja en place. Ces RCP moléculaires visent a 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 thése 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 genes
d’intérét d’une part, de valider ces techniques pour étre en conformité avec la législation en vigueur
et enfin d’appliquer ces techniques a 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 étre 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 I'ordre de 1 a 10% selon le type de technique et selon le type

de mutation recherché, ce qui laisse penser de fagon raisonnable que le taux de faux négatifs reste
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faible. Cependant, aucune étude a ce jour n’a déterminé si la présence d’une mutation dans une
proportion tres 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 I'action
d’un anti-EGFR pour les 99 999 cellules ne présentant pas I'altération moléculaire ? Observerait-on
un phénomeéne de sélection clonale comme cela est décrit dans les modeles Darwiniens (151) ?
D’autre part, certaines des techniques utilisées sont spécifiques d’alléles et d’autres non spécifiques.
Chaque technique présente des avantages et des inconvénients. Les techniques spécifiques d’alleles
comme la PCR TagMan ou la PCR ARMS sont souvent plus sensibles et permettent de déterminer la
présence de mutations déja décrites via des sondes spécifiques de ces mutations. La plupart du
temps, les sondes utilisées dans ces techniques sont fabriquées a partir des données de la littérature
et en fonction des fréquences les plus élevées de mutations rencontrées. Si toutefois la mutation
présente sur le géne ne fait pas partie des mutations recherchées par ces sondes spécifiques, alors
I’échantillon sera considéré comme ne présentant pas de mutation (152). Dans le cas des techniques
non spécifigues 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 I'exon sera détectée et ce quelque soit le type de mutation.
Les mutations ne pouvant pas étre caractérisées avec ces techniques non spécifiques, une mutation
silencieuse est détectée au méme titre qu’'une mutation activatrice, ce qui pose le probleme de
I'utilisation de thérapies ciblées pour ces patients. En cas de substitution d’un nucléotide mais qui ne
modifie pas I'acide aminé résultant lors de la traduction, la méthode de PCR non spécifique donnera
I'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 étre 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 séquencgage a haut-débit permettent de réunir toutes ces qualités, a I'exception de la
mise en ceuvre qui est souvent lourde et qui par conséquent se répercute sur les délais de rendu des
résultats aux cliniciens, mais aussi un colt élevé par échantillon. Une solution intermédiaire peut
cependant étre 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 géne EGFR dans les cancers du poumon pour la prescription du gefitinib ou de
I’erlotinib, la caractérisation des mutations d’emblée est importante. En effet, certaines mutations du
géne EGFR, comme par exemple la mutation T790M sont reconnues comme étant des marqueurs
prédictifs de résistance a 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 a ce jour.

Demande de génotypage
KRAS, NRAS, BRAF

A

Screening HRM
des exons 2, 3 et 4 de KRAS et NRAS

Envoi d’un compte-rendu « Pas de mutation des exons

Non 2,3 et4 de KRAS et NRAS »

Oui

Envoi d'un compte-rendu « Muté sur I'exon X » du
géne KRAS ou NRAS puis passage en NGS (une
série par mois)

CR complémentaire avec caractérisation de la
mutation

Figure 13 Proposition de workflow pour I'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 maniére peu colteuse et rapide,
puis dans un second temps, le séquengage haut débit permet de
caractériser les mutations détectées dans la premiere 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 I1SO 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 a la biologie
médicale de routine et tres peu adapté a la biologie moléculaire. En particulier, la rareté des
échantillons et le colt des examens ne permettent pas de suivre a 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 tres
faible et ne suffit parfois pas a 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
I'INCa a 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 I'étude de I'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
génes KRAS et NRAS. Sur la population globale, il a été retrouvé, comme décrit dans la littérature,
une tendance a la surexpression des phosphoprotéines chez les patients dont les tumeurs
présentaient des mutations et a I'inverse une moindre expression des phosphoprotéines chez les
patients dont les tumeurs étaient wild-type. De méme, la population étudiée possédait les mémes
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 déja été décrite comme un
marqueur prédictif de réponse aux anti-EGFR, mais I'expression de pAKT au contraire est souvent

associées a 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 I'expression de
pPMEK et de pP70S6K chez les patients dont les tumeurs ne présentaient pas de mutations de RAS et
traités par anti-EGFR. Cela va a I'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 I'étude décrite ici repose sur I'analyse de 100
patients. Cependant d’autres parametres rentrent nécessairement en compte. Tout d’abord les
prélevements tumoraux réalisés ont été congelés directement a -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 I'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 étre utilisés. En utilisant ce type de fixateur, le temps d’ischémie chaude
resterait inchangé, mais la durée d’ischémie froide pourrait étre quasi nulle si les chirurgiens
préleveurs placent directement au bloc le prélevement 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 méme d’un échantillon a
I"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 a la technique d’analyse utilisée. Le Bioplex®
permet une analyse quantitative, mais ne possede 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 probléeme est rencontré également dans les technique de Western Blot et d’'immunohistochimie.
Cependant, cette derniére 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 plutdt nucléaire ou cytoplasmique. En technique Bioplex®, c’est un lysat
tumoral qui est analysé, il n’est donc pas possible de différencier I’activité selon la localisation dans la
cellule ou dans le tissu. Enfin, il est important de considérer I’'hétérogénéité tumorale. Ainsi, I'étude
de West N.P. et al. démontre clairement a travers I'étude de prélevements obtenus de patients
atteints de cancers colorectaux, que la répartition des cellules tumorales dans |’échantillon est assez

hétérogene et est une source importante de variabilité, notamment de part la présence de stroma en

ZO-EEI 31:!-39 40-49 50-59 60-89 T0-79 8-0—
Proportion of tumour (36)

quantité variable dans le tissu tumoral (155) - Figure 14.

Figure 14 lllustration de I'hétérogénéité tumorale sur une coupe HES d’un prélevement de cancer colorectal (A). La quantité
de stroma varie de maniére considérable d’un échantillon a I'autre lorsque I’on considére des points précis de la coupe (B),
rendant difficile I’évaluation de la quantité de cellules tumorales dans un échantillon (C). D’aprés West N.P. et al. (155)

L'hétérogénéité tumorale peut étre 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
méme tumeur, comme par exemple la présence de deux mutations différentes sur le codon 12 du
géne KRAS (156). Au laboratoire, plusieurs cas de patients présentant a la fois des mutations du géne
KRAS et NRAS ont déja 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
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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
I'ensemble de I'activité dans la tumeur, la surexpression de phosphoprotéines due a une mutation
particuliere pourrait trés bien étre « nivelée » par les niveaux d’expression mesurées dans des

cellules ne présentant pas les mémes caractéristiques moléculaires.

V.3. Les autres voies de signalisation a 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 I'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 B-caténines, la voie WNT est impliquée dans de nombreux processus
importants dont I'embryogenése, mais également dans I’homéostasie intestinale. Des messages
protéiques appelés WNT vont activer les récepteurs Frizzled (FZD) pour induire la stabilisation de la
B-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 I'absence
d’expression des acteurs de la voie WNT ne sont connus que depuis peu de temps. Par exemple, la

diminution de I'expression de WNT5a dans les cancers colorectaux est synonyme d’agressivité
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tumorale, WNT5a agissant comme un géne 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 carcinogeneése, il semble que les protéines intervenant dans ces
cascades de signalisation soient de bonnes candidates a 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
I'Interleukine 6 (IL-6), I'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 a activité tyrosine kinase. L’activation de JAK va
permettre la phosphorylation des protéines STAT qui vont alors étre responsables via la production
de protéines inhibitrices comme SOCS3 de controler la prolifération, la croissance, la division ou

encore le développement cellulaire.

Dans les cancers colorectaux, cette voie montre de plus en plus son intérét. Tout d’abord, il
semblerait que I'expression de STAT1 et STAT3 soient des marqueurs pronostiques favorables (161).
D’autre part, cette voie semble étre une piste intéressante pour le développement de nouvelles
thérapies ciblées. C’'est le cas par exemple d’un inhibiteur de HSP90, le ganetespib, dont I'activité
antiangiogénique est régulée par HIF-1la et STAT-3 (162). Enfin, il semblerait que cette voie soit
responsable, aprés activation par I'lL-23, d’augmenter le potentiel métastatique des tumeurs en
diminuant I'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 I'étude de cette voie de signalisation semble trés 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 a la famille des MAPKinases. La famille P38 est constituée de
quatre membres présentant une homologie de 60%, p38a, p38pP, p38y et p386. P38a est I'isoforme le
mieux caractérisé et a priori le plus abondant car exprimé dans la plupart des types cellulaires (165).
Ces kinases jouent un réle dans la régulation de la prolifération et la différenciation cellulaire ainsi

que dans le contréle de I'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 I'existence d’un
crosstalk entre KRAS et P38. Dans les tumeurs, la présence d’une mutation activatrice activerait en
permanence P38, ce qui permettrait a la cellule cancéreuse de maintenir un fort pouvoir de
prolifération, notamment lors de I'utilisation de molécules anti-MEK (167). Le blocage de ce crosstalk
est possible en inhibant P38a, 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
P38a et de MEK pourrait constituer une bonne stratégie thérapeutique dans le traitement des

cancers colorectaux, avec comme prérequis a cette thérapie une surexpression de P38a et de MEK.
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V.4. Les nouveaux biomarqueurs

Dans ce travail, afin d’étudier les mutations somatiques et I'expression de phosphoprotéines,
nous avons utilisé du matériel tumoral, soit sous forme de tissu fixé au formol et inclus en paraffine,
soit a partir de tissu tumoral congelé. Les préléevements utilisés étaient soit des biopsies, soit des
pieces d’exérése. Dans certains cas, il est tres difficile d’obtenir du matériel tumoral (tumeur non
accessible a la biopsie, tumeur non opérable, tumeur irradiée, ...). Le développement des techniques
de biologie moléculaire permettent aujourd’hui quasiment d’obtenir les mémes informations a partir

d’un préléevement sanguin ; c’est le concept de biopsie liquide.

V.4.1. ADN tumoral circulant

Les cellules tumorales en mourant libérent 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 grace a des techniques de haute sensibilité. Il a été démontré des 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 I'intérét 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 bientét possible d’utiliser
les caractéristiques du ctDNA et éviter les biopsies ou la chirurgie pour déterminer les statuts

mutationnels des génes d’intérét (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 ao(t 2014, Kalikaki et al. proposent par exemple I'isolement des
CTC et I'étude de leur statut KRAS au cours de |’évolution de la maladie comme futur marqueur de
réponse et de suivi des traitements (172). D’autres auteurs proposent méme la notion, empruntée
au domaine de I'hématologie, de maladie résiduelle basée sur I'étude des CTC, afin de suivre les

patients atteints d’un cancer colorectal apres une premiére rémission de leur maladie (173).

V.4.3. Les microARNs

Enfin, les micro ARN ou miR semblent étre des biomarqueurs candidats extrémement
importants. Les miR sont des ARN non codants de petite taille et dont le role est avant tout la
régulation de phénomeénes biologiques. Dans les cancers colorectaux, de nombreux miR ont été
décrits avec a chaque fois des propriétés extrémement intéressantes. On peut citer par exemple miR-
100 qui semble étre un marqueur lié a la progression de la maladie et a 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 a base de 5-FU pour miR-107 et miR-99a-3p (175). Un
article récent d’une équipe Francaise a également montré que I'expression de Hsa-miR-31-3p, un
micro ARN responsable de la régulation de 47 génes, 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 a 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 co(té plus de 2,7 milliards de dollars Américains. En 2014, la société Illumina propose
le séquencage du génome pour 1000S US en moins de 3 jours. Cet exemple est représentatif des

progres techniques réalisés dans le domaine de la biologie moléculaire.

Il est aujourd’hui possible a la plupart des laboratoires de biologie moléculaire d’acquérir un
séquenceur de nouvelle génération permettant le séquencage a haut-débit. Cette évolution majeure
a révolutionné I'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.
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Figure 15 Informations concernant I’ADN, ajoutées chaque année dans les bases de données
mondiales entre 1971 et 2011. Le développement des technologies de séquencgage a provoqué
une véritable explosion de la quantité de données disponibles dans les bases. D’aprés
Wiechers et al. (177)

Différentes technologies de séquencage de nouvelle génération sont disponibles sur le marché
actuellement. Les technologies les plus répandues aujourd’hui sont le pyroséquencage (technologie

Flex 454 de Roche Diagnostics), la bridge PCR (technologie lon 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 a la technique « historique » de Sanger. Cependant, le haut débit de ces
machines peut parfois poser des soucis d’interprétation et le recours a un bioinformaticien est
souvent nécessaire. Il est parfois difficile de faire la différence entre présence d’un variant
minoritaire et artefact de séquencage d(, par exemple, a la technologie utilisée ou une erreur de la
polymérase lors de la PCR. Les séquenceurs de troisieme génération permettront le séquencage sans
amplification, ce qui devrait permettre de résoudre ces problémes. Un exemple d’application directe
dans le domaine des biomarqueurs prédictifs de réponse dans le traitement des cancers colorectaux
métastatiques est I'utilisation du systeme GS Junior de Roche Diagnostics au laboratoire pour la
détermination des séquences des genes KRAS, NRAS, BRAF, PIK3CA, ALK et MET a partir de fragments
tumoraux fixés au formol et inclus en paraffine (données en cours de publication). Les technologies
de trés haut débit comme la technologie lllumina permettent également I’analyse de I'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 dernieres
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 intérét dans I'analyse de I’ADN
tumoral circulant. Les différentes approches techniques pour I’analyse de I’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 progrés ont permis également de mieux isoler et étudier les cellules tumorales
circulantes. C’est le cas notamment de la technologie DEPArray™ qui permet d’isoler une cellule
d’intérét, comme par exemple une cellule tumorale circulante, sur un prélevement de sang standard

contenant plusieurs milliers de cellules (180).
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Toutes ces nouvelles techniques contribuent évidemment a augmenter les chances de découverte de
biomarqueurs prédictifs de réponse aux thérapies ciblées quelque soit la pathologie cancéreuse

concernée.
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Conclusion

Les thérapies ciblées sont une évolution majeure pour le traitement des patients atteints de
cancers. Dans des pathologies comme la LMC, I'utilisation de thérapies ciblées a permis de modifier
complétement le pronostic de la maladie permettant de passer d’un pronostic trés sombre a une
maladie plus chronique avec des survies a 5 ans supérieures a 90%. Dans le traitement des tumeurs
solides, les thérapies ciblées ont permis des avancées un peu moins spectaculaires, mais tout de
méme remarquables. Ainsi, que ce soit dans le traitement des cancers du sein métastatiques, des
mélanomes métastatiques, des cancers bronchiques non a petites cellules, des tumeurs stromales
gastro-intestinales ou comme dans ce travail, des cancers colorectaux métastatiques, |'identification
des mécanismes moléculaires a permis d’identifier une cible exprimée de maniére préférentielle par
la cellule cancéreuse, permettant ainsi son ciblage et permettant dans tous les cas d’obtenir des taux

de réponse supérieurs a la chimiothérapie conventionnelle.

La découverte de biomarqueurs prédictifs de réponse a une thérapeutique ciblée est essentielle.
Cependant il est important de noter que les valeurs prédictives négatives de ces biomarqueurs sont
souvent trés 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 genes KRAS ou
NRAS signifie presque a 100% une absence de réponse aux anti-EGFR, alors que |’absence de
mutation sur ces mémes génes 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 a une chimiothérapie ne répondent au
traitement que dans 40 a 60% des cas. Il est donc important de garder a I'esprit qu’il existe encore
des mécanismes influencant la réponse non élucidés, et qu’a ce jour en cancérologie, il n’existe pas
de biomarqueur prédictif de réponse a une thérapie ciblée permettant de prédire un succes dans
100% des cas. D’autre part, certaines thérapies ciblées, comme les traitements antiangiogéniques,

sont toujours orphelines de biomarqueurs prédictifs de réponse.
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Conclusion

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 I'immense complexité de ce qu’il reste encore a découvrir. Le
séquencage haut débit ou ultra-haut débit, I'analyse des cellules tumorales circulantes ou encore
I"amélioration des techniques de PCR et de séquencage permettant d’obtenir la sensibilité suffisante
pour I'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 I'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 I'analyse fiable et répétable de mutations présentes sur des
génes d’intérét. Puis nous avons validé ces techniques selon les normes imposées par la législation
Francaise 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 I'expression des principales
phosphoprotéines impliquées dans les voies de signalisation en aval des récepteurs a I'EGF, puis
confronté les niveaux d’expressions a la génomique d’une part et a la clinique d’autre part. Ce travail
de recherche translationnelle vise a 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 genes 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 fagon
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considérable le pronostic des patients atteints de cancers. Cependant les nouvelles technologies
aidant, force est de constater I'immense complexité de la pathologie cancéreuse et force est de
réaliser que nous ne voyions jusqu’a 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-étre 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.
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Abstract. MAP Kinase signaling proteins have major impli

cations in the molecular oncogenesis of breast cancers and
have been extensively investigated as putative targets for
therapy. This study reports the investigation of the expression
of P38 MAPK and its phosphorylated form (p-P38 MAPK)
in clinical specimens of invasive breast carcinomas and
their correlation with estrogen receptor (ER) and HER2
expression, as well as MAPK and PI3 kinase-AKT pathway
signaling phosphorylated proteins. Expression levels of P38
MAPK and p-P38 MAPK as well as p-AKT, p-GSK3p, p-S6
kinase, p-MEKI1 and p-ERK1/2 were quantitatively assessed
using multiplex bead immunoassay in frozen specimens from
45 invasive ductal breast cancers. Twenty-nine specimens
were ER', 15 were HER2' and 10 were triple-negative breast
cancers (TNBCs), P38 MAPK was found to be expressed in
all tumor specimens and was significantly (P=0.002) overex

pressed in ER™ tumors. P38 MAPK expression was lower in
TNBCs than in all of the other tumors. The median expression
of p-P38 MAPK was also higher in ER" tumors while lower
in the TNBCs. HER2 status had no effect on P38 MAPK and
p-P38 MAPK expression. No variation in the phosphorylation
rate of P38 MAPK was observed in relation with ER, HER2
or TNBC status. Significantly higher (P=0.0048) expression of
p-AKT was observed in HER2' tumors. No significant differ
ence in p-MEK1, p-GSK3p and p-S6K expression was found
in any other comparisons based on ER and HER2 expression
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54519 Vandoeuvre les Nancy, France
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subtypes. Investigation of the expression of multiple phos
phorylated signaling proteins can be used for personalized
targeted therapy. In invasive breast cancer, the overexpression
of P38 MAPK may serve as a biomarker for the evaluation of
P38 MAPK inhibitors.

Introduction

Breast cancer is the most common cancer in women with
more than one million new cases. Breast cancer is one of the
leading causes of cancer-related mortality in women (1). Apart
from surgery, adjuvant radiation therapy and chemotherapy,
treatment of breast cancer is based on the identification of
molecular targets, mainly estrogen receptor (ER) expression,
HER2 overexpression and amplification. In ER-expressing
tumors, endocrine therapy consisting of mainly tamoxifen
and anti-aromatase drugs is prescribed. In human epidermal
growth factor receptor 2 (HER2)-positive (HER2") tumors,
anti-HER2-targeted therapies such as the anti-HER2 mono-
clonal antibody trastuzumab and the tyrosine kinase inhibitor
lapatinib have been proposed. Moreover, in HER2* tumors
also expressing ER, the combination of both endocrine and
anti-HER?2 therapies have been proven to improve the outcome
of patients through the blockade of signaling crosstalk leading
to resistance to ER-targeted therapy. In triple-negative breast
cancers (TNBCs) i.e. ER, PR and HER2" tumors, no targeted
therapy has been proven effective to date, and the molecular
characteristics of TNBCs have been extensively studied in
order to identify putative molecular targets for drug develop

ment. Since several different growth factor pathways can
stimulate breast cell growth, targeting a unique pathway may
have limited effect on the inhibition of breast cancer prolifera-
tion, and the inhibition of signal transduction at a deeper point
in the cascade has been envisaged.

In this context, mammalian target of rapamycin (nTOR)
has been identified as the point of convergence of many
mitogenic signals, which has led to the recent registration
of the mTOR inhibitor everolimus in association with anti-
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aromatase therapy for ER" breast cancers (2). Another point
of convergence of intracellular downstream growth factor
receptor signaling is the P38 mitogen-activated protein kinase
family (P38 MAPK). P38 MAPK is a member of the MAPK
family which includes the extracellular signal-regulated
kinase (ERK), the c-Jun N-terminal kinase (JNK), and P38
MAPK (3). P38 MAPK is comprised of four isoforms (c,
B, v and ) that can be activated by various growth factors,
inflammatory cytokines, and chemical or physical stress.
The a isoform is the most abundant and is subject to a larger
inter-individual variability than the other three isoforms (12).
P38 MAPK plays a complex role in the regulation of cell
growth, differentiation, apoptosis, and responses to inflam-
mation or stress (4,5). P38 MAPK activity was found to be
upregulated in breast, head and neck carcinomas, lymphomas,
gliomas and squamous cell carcinomas (6).

In breast cancer, a high level of expression of P38 MAPK
has been found to correlate with poor prognosis and to be
involved in invasiveness and metastasis in relation with the
urokinase plasminogen activator system (7). Activation of
P38 MAPK has been observed in Scarff-Bloom-Richardson
(SBR) grade 2 or 3 ductal tumors (8). Expression of phos-
phorylated-P38 MAPK (p-P38MAPK) has been reported in
~20% of primary breast carcinomas (9). P38 MAPK overex-
pression has been correlated with HER2 amplification and
tamoxifen resistance (10) and has been proposed as a poten-
tial prognostic marker in breast cancer (11). Specifically,
phosphorylation of P38 MAPK was found to be a negative
prognostic indicator in HER2-negative, lymph node-positive
breast cancers (9).

The role of P38 MAPK in the regulation of breast cancer
cell proliferation remains to be elucidated and has been
suggested to have dual activities that include regulation of
survival and proliferation depending on the expression of
mutant TP53 (12) as observed in most ER breast tumors there-
fore justifying the development of P38 MAPK inhibitors for
the treatment of TPS3-mutated, ER breast cancers or TNBCs.
Furthermore, the activation of P38 MAPK has recently been
reported to regulate signaling by EGFR/c-Src crosstalk in
breast cancer (13).

In addition, P38 MAPK has been recently reported to
play a role in the resistance of ER* breast tumors to endocrine
therapy (14). Although the cellular mechanisms underlying the
development of tamoxifen resistance in breast cancer cells are
not totally understood, recent research has found that altera-
tion of the signaling pathways (15-17) can decrease the cell
sensitivity to tamoxifen. More precisely, the development of
crosstalk between ER and growth factor-mediated activation of
the MAPK cascade, through the activation of HER2 has been
reported toincrease both genomic and non-genomic ER actions
in breast cancer leading to tamoxifen resistance. This justifies
the combination of endocrine therapy together with aromatase
inhibitors and anti-HER2 therapies with trastuzumab-based
or lapatinib-based therapies for breast cancer (18). Recent
studies have noted a positive correlation between activated
P38 MAPK levels and tamoxifen resistance (19). P38 MAPK
has been reported to potentiate ER agonist activity through
increased phosphorylation of ER and enhanced ER signaling
through coactivator regulation (20). P38 MAPK has been
shown to play a role in breast cancer progression and inva-

sion (21) in association with other signaling proteins such as
integrins and urokinase plasminogen activator (22) as well as
H-RAS (23).

P38 MAPK isoform y has been recently shown to be
selectively activated by exposure to tamoxifen, consequently
recruiting nonclassical ER signaling and increased estrogen
cell sensitivity (24). Therefore, increased P38 MAPK activa-
tion could define a more malignant, resistant and metastatic
breast cancer phenotype and justify the evaluation of P38
MAPK inhibitors in the treatment of invasive and tamoxifen-
resistant breast carcinomas (14). A number of P38 MAPK
inhibitors are currently being investigated in clinical
trials (25).

In the present study, we investigated the expression of P38
MAPK and p-P38 MAPK in clinical specimens of invasive
breast carcinomas. We first investigated the correlation of their
expression with ER and HER2 expression, and subsequently
evaluated the correlation with expression levels of MAPK
and PI3K signaling phosphorylated proteins such as p-AKT,
p-GSK3f, p-86 kinase, p-MEK1 and p-ERK1/2 quantitatively
determined using multiplex bead immunoassay as previously
described and validated in breast cancer (26).

Materials and methods

Patients and tumor characteristics. Frozen tumor samples of
breast cancer from 45 patients withinfiltrative ductal carcinoma
were obtained from the tumor bank of our Institute (agreement
with French National Cancer Institute and Ministry of Health).
All patients were informed of the tumor banking procedure
and no opposition was expressed. The median age at diagnosis
was 56.3 years (range, 28-91).

Breast cancer tissues macroscopically selected by the
pathologists were obtained immediately after surgery and were
shock frozen in liquid nitrogen then cryopreserved at -80°C.
The mean tumor (SD) specimen weight was 15.2 (4.2) mg.
None of the patients received any preoperative adjuvant
endocrine therapy or chemotherapy. Thirty-four tumors were
SBR grade 3 (Scarff-Bloom-Richardson) and 11 tumors were
grade 2.

Immunohistochemistry (BenchMark Ventana) was used
to detect estrogen and progesterone receptor expression and
HER-2 overexpression as part of the routine clinical diagnos-
tics using polyclonal antibody A485 (Dako, Trappes, France)
immunostaining of HER2 and monoclonal antibodies 6F11
and Pgr312 (both from Novocastra, Leica Microsystémes,
Nanterre, France) for determination of estrogen and proges-
terone expression, respectively.

Protein extraction. T he tumor specimens were first disrupted
using steel bead TissueLyser (Qiagen, Courtaboeuf, France)
for 15 min, and then exposed to the lysis solution (Cell Lysis
kit, Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France) containing PMSF
anti-protease for 10 sec. After centrifugation (4,500 x g for
20 min at 4°C), the protein-containing supernatants were
collected and stored frozen at -80°C until analysis. Before
being analyzed, the protein concentration was determined
in each extract using 690 nm colorimetric DC protein assay
kit (Bio-Rad) based on Lowry technique and adjusted to
250 pg/ml.
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Multiplex bead immunoassay. The expression of the signaling
phosphoproteins was analyzed using multiplex bead immu-
noassay as described and validated previously (26). Briefly,
protein extracts were transferred into 96-well dishes and
diluted with 25 pl buffered solution. Fluorescence capturing
beads coupled to antibodies directed against P38 MAPK,
p-P38 MAPK, p-AKT, p-GSK3p, p-P70S6K, p-MEKI,
p-ERK1/2 phosphoproteins were mixed. The beads were added
into each well and incubated overnight at 37°C. Biotinylated
antibodies and then streptavidin-phycoerythrin solution were
then added. The positive control consisting of standard protein
extract from cell lines was added to each series. The multi-
well plates were then analyzed according to the manufacturer's
instructions (Bio-Plex; Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Frozen
protein extracts from an EGFR-overexpressing human breast
cancer cell line exposed to EGF were used as positive controls
as reported previously (26). The results were recorded as
mean fluorescence intensities expressed as arbitrary units and
considered as significant when exceeding a signal/noise ratio
of 3.

Statistics. All analyses were performed as triplicate and are
presented as mean fluorescence intensities (SD). All statistical
analyses were performed using the Wilcoxon test using R soft-
ware (v.2.15.1;; the R Foundation for Statistical Computing)
and the level of significance was set at P<0.05.

Results

Immunohistochemistry. The breat cancer tumor characteris-
tics are summarized in Table I. The ER status as determined
by immunohistochemistry was positive in 29 patients (64%)
and negative in 16 patients (36%). Progesterone receptor
(PR) status was positive in 18 patients (40%) and negative
in 27 patients (60%). Fifteen tumors (33%) were HER2® and
30 tumors (67%) were HER2'. Ten (22%) tumors were triple-
negative breast cancers (TNBCs), i.e. ER, PR and HER2".

P38 MAPK and phosphorylated-P38 MAPK expression.
P38 MAPK and p-P38 MAPK were found to be expressed in
nearly all tumor specimens (44/45, 98%) and were significantly
(P=0.0016) overexpressed in ER" tumors (Fig. 1A). The median
expression of p-P38 MAPK was also higher in ER* when
compared with that in ER tumors. HER2 status had no influ-
ence on P38 MAPK and p-P38 MAPK expression (Fig. 1B).
P38 MAPK expression was lower in TNBCs (Fig. 1C) when
compared with the expression level in all other tumor types as
was p-P38MAPK expression but without reaching statistical
significance. No significant variation in the phosphorylation
rate of P38 MAPK, as calculated from the phosphorylated/
unphosphorylated P38 MA PK expression ratios, was observed
inassociation with ER, HER2 and TNBC status, or SBR grade.

Phosphorylated-AKT and phosphorylated-ERK1/2 expres-
sion. Significant expression of p-AKT and p-ERK1/2 was
detected in 33/45 (73%) and 17/45 (38%) of the tumor extracts,
respectively. p-AKT expression was found to be significantly
higher (P=0.0048) in HER2" tumors (Fig. 2) than in HER2
tumors, No other significant difference was observed regarding
cither ER and TNBC status or SBR grade. No difference in

Table I. Patient demographics and tumor characteristics.

Characteristics Patients, n (%)
No. of patients 45 (100.0)
Age (years)

=50 13 (28.9)

51-69 24(53.3)

=70 8(17.8)
Tumor size (mm)

T1(10-20) 16 (35.6)

T2 (21-50) 26 (57.8)

T3 =51) 3 (67
SBR grade

SBR 2 11 (244

SBR 3 34(75.6)
Hormone receptor status

ER' 29 (64.4)

ER 16 (35.6)

PR* 18 (40.0)

PR 27 (60.0)
HER?2 status

Positive 15(33.3)

Negative 30 (66.7)
Triple-negative 10(22.2)

ER, estrogen receptor; PR, progesterone receptor; SBR, Scarff-Bloom-
Richardson; HER2, human epidermal growth factor receptor 2.

p-ERK1/2 expression was observed regarding ER, HER2
and TNBC status. Expression of p-ERK1/2 was found to be
significantly higher (P=0.0235) in SBR grade 3 than in SBR
grade 2 tumors (Fig. 3).

Expression of other phosphorylated-signaling proteins MEK1,
GSK3pB, S6K. Significant expression of p-MEKI, p-GSK3f
and p-S6K was detected in 39/45 (87%), 31/45 (69%) and
37145 (82%) of the protein extracts, respectively. No significant
difference in p-MEKI, p-GSK3f and p-S6K expression was
evidenced regarding either ER and TNBC status or SBR grade
(data not shown). No significant correlation was found between
the expression levels of any of the phosphorylated proteins,

Discussion

In breast cancer, P38 MAPK expression has previously been
correlated with invasiveness and poor prognosis (8-11).

In the present study, we compared the expression of
P38 MAPK and p-P38 MAPK in clinical specimens of
invasive breast carcinomas in association with ER, HER2
and SBR grade and aimed to ascertain a correlation between
P38 MAPK expression or activation of MEK/ERK and the
AKT/mTOR signaling pathways.

In our series, expression of P38 MAPK and p-P38 MAPK
was observed in nearly all tumor specimens. This was consis-
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Figure 1 Expression of P38 MAPK and its phosphorylated form (p-F38 MAFE) in clinical specimens of invasive breast cancers. The results are presented
as box-and-whisker plots, illustrating the median (central bar), 1stand 3rd quartiles (bottom and top of the grey box), minimum and maximum values (lower
and upper bars). Expression in (4) estrogen-positive (ER*) and ER-negative (ER) tumors; (B) HER2-positive (HER2#) and HER2-negative (HER2) tumors;

(C) triple-negative breast cancer (TNBC) and non-TNBEC.
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Figure 2. Expression of phosphorylated-AKT (p-AKT) in HER2-positive
(HER2* and HER2-negative (HER2) tumors. The results are presented
as box-and-whisker plots, illustrating the median (central bar), 1st and 3rd
quartiles (bottom and top of the grey box), minimum and maximum values
(lower and upper bars).
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Figure 3. Expression of phosphorylated-ERK12 (p-ERK) in SBR grade 2
(SBR2) and grade 3 (SBR3) tumors. The results are presented as box-and-
whisker plots, illustrating the median (central bar), 1st and 3rd quartiles
(bottorn and top of the grey box), minimum and maximum values (lower
and upper bars).
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tent with previously published data (11) reporting P38 MAPK
and p-P38 MAPK expression in 100 and 89% of specimens,
respectively, using western blot analysis, and 70% when IHC
was used.

We report here that P38 MAPK was expressed at a
higher level in ER" when compared with ER” tumors without
post-transductional activation since no variation in the
phosphorylation rate of P38 MAPK was evidenced. This is
consistent with previously published data (10,27) revealing the
great interest in P38 MAPK in ER" tumors. P38 MAPK has
been reported to be activated by anti-estrogens apart from ER
their main target, resulting in a switch in ER signaling from
its classical pathway, involving the estrogen response element
(ERE) DNA domain, to the AP1-dependent non-classical
pathways; therefore, activation of P38 MAPK can ultimately
decrease the cellular response to endocrine therapy. Based on
this concept, P38 MAPK has been proposed as a biomarker for
resistance to endocrine therapy, and quantitative assessment
of P38 MAPK expression and the detection of its activation
in breast tumors may represent a new approach to predict the
resistance of breast cancer to endocrine therapy. Furthermore,
inhibition of P38 MAPK in ER tumors could restore ER
expression and therefore restablish the sensivity to endocrine
therapy (28).

Moreover, evaluation of the molecular pathway may even
be proposed for specimens obtained at recurrence since the
molecular pathways driving tumor growth could be altered
along with tumor progression (10).

An incomplete understanding of the complex mechanisms
exists concerning the relationship between MAPK activation
and expression of hormone receptors and HER2 in breast
carcinoma in vitre. In effusion specimens, p38 activation was
reported to be inversely associated with the intensity of HER2
membrane expression (11).

In this context, although we did not observe any inverse
relationship between HER2 and p-P38 MAPK expression, our
results revealed that expression of P38 MAPK was signifi-
cantly lower in TNBCs than in the other tumor subtypes. This
may be reconsidered if a more specific approach of selective
inhibition of P38 MAPK isoforms can be envisaged, as recent
preclinical studies have demonstrated the important role played
by the P38 MAPK ¥ isoform in TNBCs in relation with its
marked induction of cell cycle arrest in the G(2)/M phase (29)
and its effect on the cellular sensitivity to topoisomerase 11
inhibitors (30). Stimulation of topo Ila gene expression by
P38 MAPKy may contribute to increased topo Ila levels and
enhanced antitumor activity of topo 11 inhibitors (24), therefore
opening the field for the investigation of selective inhibitors of
the P38 MAPK vy isoform in combination with chemotherapy.

p-ERK was detected in 73% of the tumor specimens,
consistent with data reporting significant p-ERK expression in
69 to 96% of breast tumors (11,31,32). A low expression rate
(35%) was only reported in one cohort (33). In our study, the
expression of p-ERK was higher in high grade tumors (SBR3)
consistent with data linking the activation of ERK with breast
cancer cell praliferation (33).

p-AKT was detected in 38% of the tumor specimens and
at a higher level in HER2' tumors, consistent with data previ-
ously published using IHC which reported p-AKT cytoplasmic
and nuclear expression rates of 36 and 29%, respectively, in

invasive ductal breast tumors and higher activation of AKT
in HER2* tumors (34). In this study (34), a correlation was
observed between nuclear p-AKT and nuclear ER and PR
expression while no difference was observed for cytoplasmic
p-AKT expression and cytoplasmic ER and PR expression.
This 1s consistent with our data showing an absence of a corre-
lation between either ER or PR and p-AKT expression since
when using total protein extract analysis no difference can be
determined between cytoplasmic and nuclear compartments.

As awhole, we did not find any correlation between p-AKT,
p-ERK expression and P38MA PK or p-P38MA PK expression
either in the total population of this study or in ER, HER2 or
TNBC subgroups. Similar findings have been reported and no
significant correlations were evidenced between ER and levels
of p-P38MAPK, p-AKT, or p-ERK (10,11). Only several corre-
lations have been reported between p-P38 MAPK and p-AKT
and between p-P38 MAPK and p-ERK in a global population
of tumor specimens from untreated patients analyzed using
[HC (10). Similar to other research (11), we did not find any
relationship between HER2 and p-ERK.

Collectively, our data indicate that the regulation of
P38 MAPK was not directly linked to any of the investigated
signaling pathways and could be considered as an independent
biomarker in breast cancer. This also confirms the complexity
of breast cancer oncogenesis, involving the recruitment of
multiple signaling pathways.

In conclusion, P38 MAPK expression and activation
are frequently observed in breast carcinoma and appear to
be positively associated with the expression of the ER. Our
results confirm the capability of breast cancer cells to activate
P38 MA PK-mediated stress mechanisms and that P38 MAPK
may represent a biological target for ER* breast cancer. The
frequent concomitant activation of P38 MAPK, ERK and AKT
indicates that breast tumor growth involves the activation of
multiple signaling pathways, probably explaining the multiple
mechanisms by which tumor cells develop resistance. Control
of tumor growth should therefore entail the inhibition of all
signaling pathways by combining multiple targeted therapies
either in concomitant or in sequential use.
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Annexe 2 : ADN tumoral circulant, Chapitre 11, « Les biomarqueurs en Oncologie », Pr. JL Merlin, Springer,
Paris, 2014.

HDH.'tuﬁm_ral-ti'i'i:uia'ﬁ't_ -

M. Liom, A. Harle, J-L. Metlin.

En oncologie, la recherche de murtarions somatiques 3 visée théranostique
est devenue la rigle pour la prescription de certaines thérapies ciblées. Dans le
cas du cancer colorectal, la recherche des mutations des génes BAS est devenue
essentielle pour la décision thérapeutique, le statur RAS sauvage étant neces-
saire pour assurer I'efficacité des anri-EGFR (cetuximab er Panitumumab}
[1, 2]. De méme, le géfitinib ne peur érre prescrit quaux patients presentant
une mutation activarrice de 'EGFR dans les cancers bronchiques non 4 perites
cellules [3]. La mise en évidence de nouveaux biomarqueurs joue un role
important dans |'évaluation de la réponse aux traitements expliquant la place
de plus en plus importante qu'eccupe la biologie moléculaire en oncologie.
La caractérisation moléculaire des rumeurs permet de prédire efficacité des
thérapies ciblées. [Yoir la nécessité de développer des rechniques de détection
de plus en plus sensibles, rapides er performantes, I'objectif actuel £tant de
fournir une thérapeutique la plus personnalisée possible, adapeée 4 chaque type
de rumeur er 4 chaque patient.

Acruellement, toure recherche de muration somatique nécessice au préalable
la réalisation d'une biopsie ou d'une cxérése chirurgicale d'une métastase ou
de la tumeur primitive. Le marériel préleve ese ensuire fixé, conformément
aux recommandarions de FINCa [4] dans du formol tamponné ou plus rare-
mene dans d'autres fixateurs comme I'AFA (acide acétique, formol et alcool)
puis inclus en paraffine. Outres les problémes liés au pré-analytique (remps
Jischémie chaude et froide, fixation des tissus...) [5], la réalisation de biopsie
présente parfois certains inconvénients, notamment les conerainees liges 3 I"ac-
cessibilité du site 3 biopsier mais surcour relatives 3 l'invasivicé et 4 la douleur
que peut provoquer ce geste médical. De plus, il est considéré comme non
éthique et, pour le moment, non scientifiquement fondé de prariquer une
seconde biopsic chez un parient pour lequel un premier résultat contriburif

i, Liom, A, Harld, 1-L Merlin [0 Institut de cancérologie de Lomaine, service de biopathologie, &,
avenue de Bourgogne, 54519 Vandoeuwre-kes-Hancy — E-mail : mulian@nancy unicancerfr

Sous la direction de lsan-Louis Merlin, Les bismarguesrs moléculzires en opcoiogie
I5BM : 9TE-2-8178-0444-6, © Springer-Verlag Paris, 20149
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aurait été obtenu. Ces différents points justifient intérér de développer des
techniques innovantes pouvant apporter les mémes informarions que les tech-
niques de biopsies conventionnelles, moins invasives, moins douloureuses er
moins contraignantes pour le patient.

Lors de la croissance tumorale, cerraines cellules rumorales meurent er
relarguent leurs contenu dans la circulation sanguine [6, 7). Il a été mis en
évidence que le plasma contenait une représentation de I'ensemble du génome
de la tumeur et donc les mémes altérations géniques et épigéniques que la
tumeur done il proviene [8, 9].

Le concepr de « biopsie liquide » a ainsi éié développé. Ce concept consiste 3
isoler de 'ADN relargué par la rumeur dans les sysrémes Auides {sang, séoré-
tions, urine...) et de détecter les murations somariques (9, 10]. Le développe-
ment de cette technique assurerait ainsi un meilleur confort au patient et serait
done plus facile & mertre en ceuvee, ADN cumoral circulant pourraic devenir
un biomarqueur de choix dans le diagnostic, le suivi mais également dans 2
théranostique des cancers.

Dhans ce contexte, un certain nombre de techniques permertant la détection
d’ADN en erés faible quanticé dans le sang ont éré développées, Ces techniques
doivent &tre simples 4 mettre en ceuvre, reproductibles, peu coliteuses mais
surtout trés sensibles et spécifiques. La principale difhculré rencontrée avee czre
méthode est la quantité faible I’ ADMN tumoral circulant pouvant ére isoléc e
détectée dans le sang [10, 11]. Elle représente une quantieé infine de FADN
total circulant [11, 12], ce qui nécessite des rechniques rés spécihques de
dézection.

Plusieurs érudes ont moneeé que la mesure quanticative de FADN tumoral
permettait un monitoring de la maladie mérastatique [8, 10, 13, 14]. Par
exemple, dans les cancers du sein, il apparait que la corrélation entre les
variations du volume tumoral et le taux d"'ADMN tumoral circulant est meil-
leure qu'avec d'aucres marqueurs tels que les cellules tumorales circulantes
ou le marqueur sanguin CA15-3. La spécificité seraic donc supérieure pour
le diagnostic et le suivi de la maladie, notamment en termes de progression
tumorale ou mérastatique dans les cancers du sein [10, 13]. Laugmentation
du nombre de copies d’ADN tumoral circulant seraic donc un marqueur
plus précoce que les éléments obrenus en radiologie standard, capable de

prédire des rechures cing mois plus tbr (10, 13], Uaugmentation du nombre -

de copies d’ADN rtumoral circulant apparait donc comme un facteur de
mauvais pronostic et posséderait un impact sur la survie globale. Lévalus-
tion réguliére du nombre de copics permerrrair donc un monitoring de l'ef
ficacité des thérapies anticancéreuses, qu'elles soient srandards ou ciblées
Lessor du séquengage haut débit a permis de développer nos connaissances,
de confirmer la complexité de 'hérérogénéice intratumorale et de monteer
qu'il existe de maniére trés vraisemblable des différences entre les tumeurs

primirives et les mérasrases 4 discance mais Ega]crm:nt entre les différents siess:
mérastariques |14, 15]. Il a é&té mis en évidence que différents sous-clonss
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tumoraus issus de la méme rumeur pouvaient acquérir des mutations diffé-
rentes [16]. La détection de mutations & partir d'ADN tumoral circulant
permet done de pallier les problémes d’héérogénéicé tumorale par déeection
des mutations rares dans les sous-clones mineurs, ou dans des sous-clones
de différents sites mérastatiques, qui pourraient ne pas érre identifiés par
séquencage & partir d'une biopsie conventionnelle réalisée & partir d'un site
tumoral unique [16]. Il n'est en revanche pas possible pour le moment de
savoir & quel site appartiennent les mutations dérecrées sur de PADN rumoral
cireulant (rumeur primitive, métastase...). De plus, il apparait que certains
SITCs TUIMOTauy rclargu:ﬂt p]us de cellules que d'aurres, Les tissus osseux par
exemple relarguent plus de cellules comparativement au tissu cérébral, ce
qui peut également ajouter des difficuleés au diagnostic e  la dérection de
mutations dans cerraines tumeurs [16].

Les érudes réalisées sur ADN tumoral circulant ont été effectuées i différents
stades de la maladie afin d'érablir une corrélation entre les mutations identi-
fiées, la raille de la rumeur et le stade de la maladie [8, 9].

Des érudes ont mis en évidence la concordance des mutations dérecrées par
prise de sang er 4 partir de la biopsie de la tumeur primitive [8, 9]. La mise
en évidence de la concordance entre mutations trouvées par prélévement
sanguin et biopsic solide nécessire de réaliser les prélévements en méme
remps en raison de I'évolution des caractéristiques moléculaires de la tumeur
au cours de la maladie [9]. La prise de sang doir étre de plus réalisée avant
la biopsie pour éviter les phénoménes de relargage qui pourraient biaiser les
résultars obrenus.

La « biopsie liquide » apparait donc comme le nouveau paradigme pour la carac-
wrisation er le diagnostic moléculaive de la tumeur au cours du craitement e
la mise en évidence de résistances. Une pression de sélection associée 4 certains
traitements ef conférant une résistance a en effer éé démontrée [16]. La détec-
don et la recherche de mutation sur ADN mwmoral circulant seraiemt donc
essentielles dans I'évaluation de la réponse au traitement mais également permer-
waient 'adaptation des traitements en fonction de I'apparition des résistances
[17]. 1l a noramment été mis en évidence une augmentation des murtations du
péne PIRA3CA aprés traivement par paclitaxel, des murations MEDT induir par
tamoxiféne et trastuzumab puis par lapatinib dans le cancer du sein, ou encore
des murations BB1 aprés craitement par cisplatine dans les cancers de I'ovaire,
ainsi que des murations de EGFR aprés traitement par géfrinib, Le suivi molé-
culaire par biopsic liquide permentrait donc de suivre 'évolution des variations
génomigues du cancer en réponse aux thérapies [10, 17].

La mise en place de ce rype d'analyse en rourine serait donc une avancée
majeure dans le domaine du diagnostic moléculaire en oncologie. Cependant,
cela nécessite au préalable une standardisarion des techniques afin d'assuver des
résultars de qualité et comparables entre laboratoires (procédures sur les condi-
tions de collecte de sang, le trairement du plasma ou du sérum, le stockage, la
conservarion, les conditions cliniques, les variations diurnes, erc.) [18].
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Depuis une dizaine d'années, de nombreuses rechniques de diagnostic molécu-
laire ultrasensibles destinées & Panalyse de FADN tumoral circulant onr Fair leur
apparition sur le marché, parmi lesquelles nous pouvons citer la digital PCR,
la dropler digital PCR (BioRad®, Marnes-la-Coquette, Franee), le beaming
[Sysmex®, Kobe, Japan), la raindrop digital PCR (RainDance®, Billerica, Frats-
Unis) er la méthode [ niplex (INSERM, Montpellier, France). Toutes ces tech-
nologies permetrent la dérecrion er I'énumération de variations pénériques A
partir ADN tumoral circulant {Tableau I).

* Le beaming (brads, emubsion, amplification and magnetics) (Sysmex®) est
une technique réalisée en quatre étapes : pré-amplification, PCR en émul-
sion, hybridation et cyromérric de fux. Il sagit d'une rechnique de PCR
sur molécule d'ADN fixée sur bille magnétique sur lesquelles se trouvent
les amorces spécifiques du géne d'incérér. La PCR est réalisée sur les billes
en émulsion. Des sondes fluorescentes marquées spécifiques de la séquence
sauvage ou de la mutation sont ensuite ajourées et shybridenc 3 FADN
amplifié. La derniére étape de la technique consiste en la dérection de la
Huorescence par cyromérrie de Aux er donc en la quantification du nombre
de billes contenant de 'ADN muté, Le seuil de détection d’ADN circulant
est de 0,01 % [7, 11, 16, 19-21].

* La digital PCR est une approche offrant une plus grande sensibilicé et
spécificité en comparaison & la PCR temps réel. Elle permet la dérection
d'un alléle cible & partir d'une faible quantité d’un échantillon en urili-
sant des quantités de réactifs plus faibles que la PCR conventionnelle, Elle
permet la détection d’une copie par population. Certe technigue nécessive
au préalable Fisolement de molécules ’ADN par répartivion de I'échan-
tillon dans de multiples puits selon la méthode de dilution ultime. Une fois
chaque molécule ' ADN isolée, une PCR est réalisée dans chaque puits,
Chaque puits contient in fine une seule molécule d'ADN, ¢est-s-dire que
chaque puits contient zéro ou une copie de la séquence dincérér, d'ob
lappellation « digitale » cn comparaison i I'aspect binaire de Fapproche
[22-24],

Cetee technique permer ['identificarion des portions portant la mucation
{positif} et des portions ne portant pas Fanomalic recherchée (négarif).
Ainsi, & lissuc des réactions de PCR, le nombre de copies d'un alléle cible
correspond au nombre de puits dans lesquels on peut déeecter un signal de
fluorescence.

Létude du rapport négariffpositif permet également de déterminer un
nombre de copies d’ADN mutés, sans avoir recours  des contrles internes
[22-24].

* Ladroplet digital PCR. L'échantillon & analyser est émulsionné et réparti
dans 20 000 gourteletres contenant la cible d’intérét er FADN non muré,
distribués au hasard dans les gourtelertes. Ces gouttelertes sont ensuite
eransférées sur une plaque de 96 puits er Famplification a lieu 1 I'aide
d'un thermocycleur classique. Aprés amplification, chaque gourrelete

A
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produic un signal fluorescent posicif ou négarif indiquant si la mutation
cible est présente ou non. Le nombre de gouttelettes positives et néga-
rives dans cE‘laql,u: puir.': est urilisé pour caleuler la concentcration de la
séquence d'intérér. Les gourelertes positives et négatives sont comprées
dans I'échancillon puis un ]ngicic| calenle la concentration d'ADN en
copics par mL [25-27].

La raj.ud.mp l;lig;ta.l PCR (Raindance) est une cechnique de PCR Lﬁgitale
qui permet la dérecrion d'alléles cumoraux peu fréquents. Il sagic d'une
technique sensible, spécifique qui permet une détection quantivative des
mutatiens. Elle utilise des margueurs de couleurs er ' intensivés différentes
permertant la déteceion de mutations spéciﬁqu:.s. Cetee tﬂimin.'gue g&nére
I & 10 millions de goutreletres de taille de Fordre du picolitre, ce qui est
SO0 & B0 000 fois p|u5 p:rfmmant que les autres te::hniques. Chaque
goutrelette contient une molécule d'ADN. Ceree rechnique mesure le
rario des gmm:kl;rcs prés:nt:mt une mutation spEL‘]Equf aux goutee-
lettes ne contenant que de 'ADN sauvage. Quatre-vingt mille réactions
de PCR par seconde par Euutt:]:tn: sont realisées simultandment, Cette
PCR en émulsion fair appel & des sondes Tagman® spécifiques des génes
MIEs 2T NON MUEs 0 Presence d'amorces et de échantillon 4" ADN.
Les sondes specifiques sont conjuguées & un fuorophore qui générera un
signal Huorescent [28-31].

Cerre rechnique se réalise en trois grandes érapes : mise en émulsion, puis
recucil de I'émulsion dans un tube PDMS (polydiméthylsiloxane) scellé
{disposirif de collecte er de réinjection), thermocyelage de I'émulsion pour
effectuer la PCR, puis dépot sur un disposiclf microHuidique. Au cours
de ['amplification, les sondes Tagman® sont clivées et le Huororophore est
libéré. Lamplification de FTADN non muté génére un signal rouge fluo-
rescent ot celle de "ADN mueé un signal vert Huorescent. Lémulsion est
ensuite réinjectée sur une puce microfuidique et les goutteletres sone espa-
CECs par une solurion huilenss, le slg,nal Huorescent de -:J'Laque gﬂuttelette
est analysé avec calcul du ratio muté/non muté. Une Auorescence jaune est
générée par les gouttelettes contenant de PADN i la fols muré et non muré,
['absence de Huorescence quant a elle est due & Pabsence 'ADMN. Ceue
technique présente de nombreux avantages, notamment une trés bonne
sensibilité. Elle peut détecter 1 mutant parmi 250 000 molécules de rype
SAUVAZE IveC une limite inférieure de détection de 1 4 p]us de 1 000 000,
C'est une technique en muldplexage qui permet done de réaliser simulta-
némens I'analyse de 10 murations [28-31]. La réaction a lieu en tube fermé
afn d'assurer la meilleure qualitd en iminane les risques de contamination
[28-31].

La méthode Intplex est une Q-PCR spécifique d'alléle qui permer la
dérecrion de mutation et la détermination de la concentration d’ADN
circulant [6]. Elle utilise un bloqueur spécifique d'alléle qui empéche
I'amplification des séquences non mutées. Elle prend en compre la taille
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des ADN circulants < 135 pb et compare 'amplification des séquences de
méme taille et de méme région (300 ph). Il s'agit d'un design expérimental
permertant une grande sensibilicg (0,005 % masans o WT natio). De plus,
il s'agit d'une rechnique peu chére et rapide, ne durant que 2 jours er qui
est environ 3 fois plus rapide que le beaming (ou Fluidigmn based methods),
Certe méthode a é6é teseée sur 29 échantillons de plasma de sujers sains ex
aucune mutation n'a éeé dérecrée, Sur les échancillons cliniques de patients,
le plus faible taux de murations des génes KRAS dérectées dans le CCRm
est de 0,013 %,

Concernant les techniques, les seuils de déection des différentes méthodes
utilisées pour analyser les murations & partir d'ADN extraic de tissu héréro-
géne sont variables : 10-20 % pour le séquencage direcre, 5 4 10 % pour les
technigues de PCR et < 107 pour les rechniques de PCR dtguas;ll: Ces seuils
ont un impact potentiel direct sur le diagnostic moléculaire exprimé de fagon
qua]imt'm: [32].

Lanalyse de FADN rumoral circulant est un examen en plein essor faisant
appel & des techniques sensibles innovanres. Sa détecrion devraic permerere &
court ou moyen terme la mise en place d'un suivi thérapeutique, mais égale-
ment [ mise en évidence de 'apparition de résistances aux traitements ou tout
simplement la réponse 4 une thérapie anticancéreuse. Son role prédicif de la
récidive de la maladie est également un point particulierement intéressant. Les
rechnigues actuellement disponibles sont cependant, pour la plupare, toujours
a I'érat de recherche et ne sont pas reconnues comme des cxamens diagnos-
tiques validés. L'étude récenie d'une équipe Montpelliéraine a démontré la
faisabilité clinique sur 106 partients atteints d'un cancer colorectal mérastarique
et Pexistence d’'une corrélation forre entre FADN tumoral retrouvé au niveau
circulant et le génome tumoral [33). La faisabilité de ces techniques en routine
reste cependant 4 démontrer.
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Le cancer colorectal est le troisieme 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 I’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, I'inhibition de I'apoptose, I'invasion et de I’évolution métastatique. Cependant, dans
les études incluant des patients dont les tumeurs sont « RAS sauvage », c’est a dire exemptes de mutation des genes KRAS et
NRAS, le taux de réponse aux thérapies a base de cetuximab ou du panitumumab sont de I'ordre de 40 a 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 génes comme PIK3CA, BRAF est responsable en partie des cas ol 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
I'apoptose. L'absence ou la surexpression des protéines sous leur forme active phosphorylée pourrait présenter un intérét
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 génes RAS et PIK3CA a 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 I1SO 15189, puis dans un dernier temps, nous avons étudié I'expression des phosphoprotéines en
aval des récepteurs a I'EGF ainsi que les statuts mutationnels des génes KRAS, NRAS, BRAF, PIK3CA a 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 genes RAS. Parmi les patients dont les tumeurs ne
présentaient pas de mutation des genes RAS, 45,0% présentaient une réponse tumorale partielle ou compléete 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 génes 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 I’expression des autres phosphoprotéines.

Notre étude montre qu’associer la mesure de I'expression des phosphoprotéines de signalisation en aval d’EGFR, a I'analyse
du statut mutationnel des génes RAS, BRAF, PIK3CA pourrait présenter un intérét 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 I1SO 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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